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เอนไซม-และการหมักบิวทานอลดวยแบคทีเรีย Clostridium beijerinckii TISTR 1461 ของสาหราย 
Rhizoclonium sp. ในการทดลองศึกษาผลของชนิดสารเคมี (H2SO4 และ NaOH) ความเขมขน
สารเคมี (H2SO4 รอยละ 1-9 โดยปริมาตร) อุณหภูมิ (95 และ 121 องศาเซลเซียส) และเวลาในการ
ปรับสภาพเบื้องตน (30 และ 60 นาที) ของสาหรายตอประสิทธิภาพการไฮโดรไลซิสในข้ันตอนตอไป
ผลการทดลองพบวาสาหรายท่ีผานการปรับสภาพเบื้องตนดวย H2SO4 รอยละ 3 โดยปริมาตรท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป>นเวลา 60 นาที สามารถผลิตน้ําตาลในข้ันตอนเอนไซม-ไฮโดรไลซิส
ดวยเอนไซม-ผสมทางการคา (CELLIC C TEC2) ไดสูงสุด คือ 0.908 กรัมน้ําตาลตอกรัมสาหรายท่ีผาน
การปรับสภาพ อยางไรก็ตามผลไดของน้ําตาลเม่ือเทียบกับนํ้าหนักสาหรายท่ีใชเริ่มตนมีคาสูงสุดคือ 
0.604 กรัมน้ําตาลตอกรัมสาหราย ไดจากสาหรายท่ีผานการปรับสภาพเบื้องตนดวย H2SO4 รอยละ 3 
โดยปริมาตรท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป>นเวลา 60 นาที เนื่องจากสาหรายท่ีผานการปรับสภาพท่ี
สภาวะนี้สามารถกูคืนของแข็งในระหวางการปรับสภาพไดสูง ในการหมัก อะซิโตน บิวทานอล  
เอทานอล (เอบีอี) พบวาน้ําตาลท่ีไดจากการไฮโดรไลซิสของสาหรายท่ีผานการปรับสภาพเบื้องตนดวย 
H2SO4 รอยละ 3 โดยปริมาตรท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป>นเวลา 60 นาที ถูกใชโดยแบคทีเรียสูง
ถึงรอยละ 94 สามารถผลิตบิวทานอลได 0.54 กรัมบิวทานอลตอกรัมน้ําตาลซ่ึงเทากับ 0.17 กรัม 
บิวทานอลตอกรัมสาหรายหรือ 0.33 กรัมเอบีอีตอกรัมสาหราย งานวิจัยนี้ไดแสดงใหเห็นถึงแนวทางท่ี
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  High specific energy of butanol is a proper choice of fuel as compared 
with ethanol. Macroalgae gain an increasing of interest as a feedstock for sustainable 
biobutanol production. However, macroalgae cell wall polysaccharide need to be 
proper pretreated for further efficient enzymatic hydrolysis to fermentable sugar. The 
objective of this study was to investigate pretreatment method, enzyme hydrolysis 
and butanol fermentation by Clostridium beijerinckii TISTR 1461 of Rhizoclonium sp. 
In experiments, the effect of chemical (H2SO4 and NaOH), chemical concentration (1-
9% by volume H2SO4), pretreatment temperature (95
oC and 121oC), pretreatment 
time (30 and 60 min) of algae on further hydrolysis efficiency were study. The result 
shown that the highest sugar release in enzymatic hydrolyzed with commercial 
enzyme cocktail (CELLIC C TEC2) of 0.908 g sugar/g pretreated algae were achieved 
from algae pretreated with 3% H2SO4 at 121
oC for 1 hr. However, the highest sugar 
released yield in initial algae weight basis of 0.604 g sugar/ g algae was obtained from 
algae pretreated with 3% H2SO4 at 95
oC for 1 hr, because of its high solid recovery 
during the pretreatment. In Acetone Butanol Ethanol (ABE) fermentation, 94% of 
hydrolyzed sugar released from the algae which pretreated with 3% H2SO4 at 95
oC 
for 1 hr was consumed by bacteria and yielded 0.54 g butanol/g sugar which equal 
to 0.17 g butanol/g algae or 0.33 g ABE/g algae. This work demonstrated a feasible 
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เชื้อเพลิงคือ ฟอสซิล ยิ่งนับวันปริมาณฟอสซิลท่ีมีอยูใตผิวโลกเริ่มหมดลง พลังงานท่ีไดจากฟอสซิลยัง
เป>นสาเหตุหลักท่ีทําใหเกิดการเปลี่ยนสภาพภูมิอากาศของโลก ดังนั้นพลังงานทางเลือกจึงเป>น
ทางออกเพ่ือแกไขปxญหาการขาดแคลนพลังงานท่ีจะมีข้ึนในอนาคตขางหนาและยังเป>นพลังงานท่ี
สะอาดไมกอมลพิษตอสิ่งแวดลอม ดวยเหตุนี้จึงไดมีการพัฒนาเชื้อเพลิงชีวภาพ (Biofuel) ท่ี
หลากหลาย เชน ไบโอเอทานอล ซ่ึงเป>นพลังงานชีวภาพชนิดหนึ่งท่ีสามารถใชเป>นเชื้อเพลิงใน
เครื่องยนต-ไดโดยตรง หรือนําไปผสมกับน้ํามันเบนซินเรียกวา “แกสโซฮอล- (Gasohol)” และนําไป
ผสมกับน้ํามันดีเซลเรียกวา “ดีโซฮอล- (Desohol)” อยางไรก็ตามมีเชื้อเพลิงชีวภาพเหลวอีกตัวหนึ่งท่ี
ไดรับความสนใจมากข้ึนคือ ไบโอบิวทานอล ซ่ึงมีประสิทธิภาพเหนือกวาเอทานอลในดานการนํามาใช
เป>นพลังงาน มีความรอนจากการเผาไหมเทากับ 29.2 MJ/dm3 ในขณะท่ีเอทานอลมีคาเทากับ  
19.6 MJ/dm3 (Kaminski et al., 2011) บิวทานอลมีคาออกเทนอยูท่ี 96 ซ่ึงเหมาะสมกับการใชงาน
กับเครื่องยนต- มีความดันไอและความสามารถในการกัดกรอนนอยกวาเอทานอลจึงสามารถขนสงทาง








การเผาไหมก็สามารถกําจัดไดโดยนําไปสรางชีวมวลรุนตอไปได (Rodrigues and Bon, 2011) โดย
วัตถุดิบท่ีนิยมนํามาใชคือ กลุมจําพวกพืชท่ีมีแปงและนํ้าตาลเป>นองค-ประกอบ ไดแก ออย บีทรูท
(Beetroot) ขาวฟvางหวาน (Sweet sorghum) ขาวโพด มันสําปะหลัง เป>นตน และกลุมของเซลลูโลส
หรือลิกโนเซลลูโลส (Lignocellulosic material) เป>นสารประกอบอินทรีย-ประเภทคาร-โบไฮเดรตท่ี





วัชพืช เป>นตน อยางไรก็ตามวัตถุดิบ 2 กลุมนั้นมาจากพืชท่ีเป>นอาหาร ซ่ึงกอใหเกิดการแขงขันดาน
ราคาและปxญหาดานความม่ันคงทางอาหารและตองใชพ้ืนท่ีในการเพาะปลูกเป>นจํานวนมาก การ
นําเอาชีวมวลสาหรายมาใชซ่ึงสามารถเพาะเลี้ยงไดในแหลงน้ํารวมท้ังในทะเลจึงมีขอไดเปรียบ
มากกวา  สาหรายเป>นพืชท่ีเจริญเติบโตงายและไมไดเป>นอาหารหลักของมนุษย- มีองค-ประกอบของ
คาร-โบไฮเดรตสูง ตัวอยางเชน Laminaria japonica (สาหรายสีน้ําตาล) Sargassum fulvellum 
(สาหรายสีน้ําตาล) Gelidium amansii (สาหรายสีแดง) และ Ulva lactuca (สาหรายสีเขียว) มี
องค-ประกอบของคาร-โบไฮเดรตเทากับ 51.9 39.6 77.2 และ 54.3% ตอน้ําหนักสาหรายแหง 
ตามลําดับ (Kim et al., 2011) สาหรายมีลิกนินเป>นองค-ประกอบอยูนอยและประกอบดวย
คาร-โบไฮเดรตท่ีถูกยอยไดงายกวาวัสดุลิกโนเซลลูโลส ชนิดของน้ําตาลสวนใหญท่ีพบในสาหรายสี
น้ําตาลไดแก แอลจิเนต (Alginate) แมนนิทอล (Manitol) และกลูแคน (Glucan) ซ่ึงกลูแคนจะอยูใน
รูปของลามินาริน (Laminarin) หรือเซลลูโลส (Wargacki et al., 2012) 
ไบโอบิวทานอลสามารถผลิตจากกระบวนการหมักของวัตถุดิบโดยใชแบคทีเรียตระกูล 
Clostridium ซ่ึงเป>นแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตไดในสภาวะไรออกซิเจน ในกระบวนการหมักจะได  
เอทานอลและอะซิโตนเป>นผลผลิตรวมดวย จึงเรียกกระบวนการนี้วา การหมัก ABE (Acetone 
Butanol และ Ethanol)  (Ezeji et al., 2007) นอกจากนี้ยังมีผลิตภัณฑ-พลอยไดเป>นแกสไฮโดรเจน
และแกสคาร-บอนไดออกไซด-อีกดวย ลักษณะของกระบวนการหมัก ABE จากชีวมวลท่ีเป>นเซลลูโลส  
เริ่มตนจากการปรับสภาพเบื้องตน (Pretreatment) เพ่ือใหโครงสรางของเซลลูโลสหรือพอลิแซคคาร-ไรด-
ลดความเป>นผลึกลง หรือตัดสายโซของพอลิแซคคาร-ไรด-ใหสั้นลง จากนั้นเป>นการไฮโดรไลซิส 
(Hydrolysis) ข้ันตอนนี้จะเป>นข้ันตอนการไฮโดรไลซิสพอลิแซคคาร-ไรด-ใหเป>นมอนอแซคคาร-ไรด-หรือ
น้ําตาลท่ีสามารถนําไปใชในการหมักได วิธีท่ีเหมาะสมสําหรับการปรับสภาพและการไฮโดรไลซิส
แตกตางกันไปข้ึนอยูกับชนิดองค-ประกอบของวัตถุดิบนั้น ซ่ึงไดแก วิธีการทางกายภาพ การใหความ
รอน วิธีการทางเคมี (กรด เบส ตัวทําละลายอินทรีย- )  วิธีทางชีววิทยาโดยการใชจุลินทรีย-หรือใช
เอนไซม- เป>นตน ข้ันตอนนี้เป>นข้ันตอนสําคัญในการกําหนดวาวัตถุดิบจะถูกเปลี่ยนเป>นน้ําตาลเพ่ือผลิต
ไปเป>น ABE ไดคุมคาเพียงใด กระบวนการปรับสภาพและไฮโดรไลซ-ท่ีเหมาะสมจะตองดึงปริมาณ
น้ําตาลออกจากวัตถุดิบใหมากท่ีสุด ในขณะเดียวกันตองไมเกิดสารท่ีเป>นตัวยับยั้งการทํางานของ
จุลินทรีย-ในกระบวนการหมัก การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-เป>นกระบวนการท่ีสามารถไฮโดรไลซ- 
พอลิแซคคาร-ไรด-ใหเป>นกลูโคสไดโดยไมกอใหเกิดสารยับยั้ง (Qureshi et al., 2008) แตผลิตภัณฑ-
กลูโคสท่ีเกิดข้ึนกลับเป>นตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม-เอง การใชการหมักควบคูไปกับการไฮโดรไลซิส
จะชวยลดปxญหานี้ไดเพราะมีการใชกลูโคสไปในการหมักทําใหปริมาณกลูโคสลดลง (Ohgren et al., 
2007) ขอเสียของการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-คือเอนไซม-มีราคาแพง แตกระบวนการนี้เป>นมิตรตอ





และสามารถนํากลับมาใชใหมไดโดยใชเอนไซม-ตรึงรูป (Immobilized enzyme) ซ่ึงเป>นขอดีท่ี
เหนือกวาการใชกรดหรือเบส (Alkhatib et al., 2011; Afsahi et al., 2007) อยางไรก็ตามยังคงตอง
มีการปรับสภาพเบื้องตนของวัตถุอยางเหมาะสมเพ่ือใหเอนไซม-เขาไฮโดรไลซ-วัตถุดิบไดงายข้ึน 
ข้ันตอนตอไปคือ การหมักซ่ึงตองควบคุมใหมีสภาวะตาง ๆ ตอไปนี้ใหเหมาะสม เชน ปริมาณวัตถุดิบ 





(Hecke et al., 2012; Huang and Meagher, 2001) ก็จะสามารถชวยบรรเทาปxญหานี้ได ถึงแมวา
ในปxจจุบันการผลิตไบโอบิวทานอลยังใชตนทุนสูงกวาบิวทานอลท่ีไดจากกระบวนการปโตรเคมี แตยัง
มีแนวทางเพ่ือการพัฒนาเพ่ือใหมีความคุมคามากข้ึน โดย DuPont (สหรัฐอเมริกา) และ BP (อังกฤษ) 
ไดวิจัยรวมกันเพ่ือพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตไบโอบิวทานอลต้ังแตปw 2009 มีสถาบันวิจัยท่ีกอต้ังใน
ประเทศบราซิลเพ่ือพัฒนาการผลิตไบโอบิวทานอลจากตนออย และ Biobutanol technology 
demonstration plant ถูกสรางข้ึนเพ่ือการพัฒนาสูระดับอุตสาหกรรมตอไป  
ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค-เพ่ือนําสาหราย Rhizoclonium sp. ซ่ึงเป>นสาหรายน้ําจืดท่ีมี
ลักษณะเป>นเสน มีสีเขียว สามารถพบไดในแหลงน้ําท่ัวไปและบอน้ําท้ิงสําหรับผลิตไบโอบิวทานอล
โดยศึกษาการปรับสภาพเบื้องตนดวยวิธีทางกายภาพ ความรอนและสารเคมี การไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซม- และกระบวนการหมัก ABE ดวยแบคทีเรีย Clostridium beijerinckii TISTR 1461 
 
1.2 วัตถุประสงค*การวิจัย 
1.2.1 ศึกษาองค-ประกอบทางดานเคมีบางประการของสาหราย  
1.2.2 ศึกษาการปรับสภาพเบื้องตนและการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-เซลลูเลสของสาหรายสําหรับ











ปxตตานี ไดแก Rhizoclonium sp. และ Ceratophyllum demersum 
1.3.2 วิเคราะห-องค-ประกอบทางกายภาพและทางเคมีของสาหราย ไดแก ปริมาณของแข็งท้ังหมด 
ปริมาณของแข็งระเหยได ลิกนิน แปง ไขมัน  
1.3.3 ศึกษาปxจจัยท่ีมีตอการปรับสภาพเบื้องตนของสาหราย คือ ความเขมขนของสารต้ังตน 
ความเขมขนของสารเคมี และอุณหภูมิ เพ่ือใหไดวิธีท่ีดีท่ีสุดสําหรับการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-ใน
ข้ันตอนตอไป 
1.3.4 ไฮโดรไลซิสสาหรายท่ีปรับสภาพแลวดวยเอนไซม- CELLIC C TEC2 ท่ีอุณหภูมิ 40°C  




จากสาหราย Rhizoclonium sp. 








แพงและกําลังใกลจะหมดสิ้นลง ดังนั้นพลังงานท่ีเป>นพลังงานหมุนเวียน (Renewable energy) และ







ตอสิ่งแวดลอม และปลดปลอยแกสคาร-บอนไดออกไซด-นอยกวาพลังงานฟอสซิล (Dürre, 2007) 
นอกจากนี้บิวทานอลยังนิยมใชเป>นตัวทําละลายในอุตสาหกรรมเคมีและการสังเคราะห-ยาง ปxจจุบัน
การผลิตบิวทานอลสวนใหญไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี โดยการนําเขาจากตางประเทศทําใหมี
ตนทุนสูง การผลิตบิวทานอลจากกระบวนการหมักจึงไดรับความสนใจมากข้ึน เพราะสามารถใช 
ชีวมวลประเภทเดียวกันกับท่ีใชผลิตเป>นไบโอเอทานอลได 
 
 2.1.1 บิวทานอล 
บิวทานอล (Butanol) หรือท่ีรูจักกันท่ัวไปในชื่อ บิวทิลแอลกอฮอล- (Butyl alcohol) เป>น
แอลกอฮอล-ท่ีมีองค-ประกอบของคาร-บอน 4 อะตอม (Primary alcohol) มีสูตรโมเลกุล C4H9OH มี
มวลโมเลกุล เทากับ 74.12 g/mol บิวทานอลเป>นสารท่ีไมมีสี ติดไฟได เป>นของเหลวท่ีมีคุณสมบัติท่ี
ละลายน้ําไดเล็กนอย แตจะมีกลิ่นเฉพาะตัวคลายคลึงกับกลิ่นของกลวยและมีกลิ่นแอลกอฮอล-ท่ี
รุนแรง สามารถทําใหเกิดการระคายเคืองเม่ือสัมผัสโดยตรง โดยเฉพาะบริเวณดวงตาและผิวหนัง  
ไอระเหยของบิวทานอลกอใหเกิดการระคายเคืองตอเยื่อบุโพรงจมูกได ท้ังนี้ อาจกอใหเกิดการเสพติด
ไดเม่ือสูดดมท่ีความเขมขนสูงๆ บิวทานอลมีคุณสมบัติสามารถละลายเขากับตัวทําละลายอินทรีย-ไดดี 





ตารางท่ี 2.1 นอกจากนี้ ยังมีสารเคมีชนิดอ่ืนท่ีอยูในตระกูลแอลกอฮอล-เชนเดียวกับบิวทานอลไดแก  
เมทานอล เอทานอล และโพรพานอล  
บิวทานอลนั้นสามารถผลิตไดจากกระบวนการสามวิธีดวยกันคือ 1. จากกระบวนการทางเคมี
ท่ีมาจากน้ํามันหรือไฮโดรคาร-บอน 2. กระบวนการหมัก (Fermentation) จากสารชีวมวลบางชนิด  
3. จากกระบวนการข้ันสูง โดยมีสารต้ังตนจากหลากหลายชนิด แตวิธีท่ีนิยมในปxจจุบันท่ีทํากันมากคือ 
การหมัก (Fermentation) โดยใชแบคทีเรียและยีสต-ท่ีเหมาะสม และเชื้อแบคทีเรียท่ีมักจะเป>นเชื้อ
แบคทีเรียในตระกูลของ Clostridium 
 
ตารางท่ี 2.1 สมบัติทางกายภาพของบิวทานอล (Lee et al., 2008) 
สมบัติ บิวทานอล 
จุดหลอมเหลว (Melting point, °C) -89.3 
จุดเดือด (Boiling point, °C) 117.2 
อุณหภูมิขณะท่ีมีการลุกไหม (Ignition point, °C) 367 
จุดวาบไฟ (Flash point, °C) 35 
ความถวงจําเพาะ (Density, g/mL) 0.80 
ความดันวิกฤต (Critical pressure, hPa) 48.4 
อุณหภูมิวิกฤต (Critical temperature, °C) 287 
 
 2.1.2 การใชบิวทานอลเปDนเช้ือเพลิงเหลว 
ไบโอบิวทานอล เป>นบิวทานอลท่ีผลิตไดจากสารต้ังตนและกระวนการผลิตทางชีวภาพ 
สามารถนํามาใชเป>นเชื้อเพลิงเหลวในเครื่องยนต-ไดในอนาคตอันใกลนี้ ถึงแมวาในขณะนี้ดวยเหตุผล
หล ายประการ  เ อท านอลยั ง ค ง เป> น เ ชื้ อ เพลิ ง เ ห ลว ท่ีนิ ยม ในปx จ จุ บั นม ากกว า ก็ ต าม  












คาร-บอนไดออกไซด- ไฮโดรคาร-บอน และการปลอยสารพิษ NOx ลดลงมาก ซ่ึงเป>นเรื่องสําคัญตอ
สิ่งแวดลอมของโลก 
นอกจากการนําบิวทานอลมาเป>นเชื้อเพลิงใชกับเครื่องยนต-แลว บิวทานอลยังมีความสําคัญ
ตออุตสาหกรรมทางเคมีมากมาย ซ่ึงบิวทานอลสวนใหญจะถูกเปลี่ยนไปเป>นสารประกอบ เชน 
บิวทิลอะครีเลท (Butyl acrylate) ซ่ึงใชเป>นสารตัวกลางในปฏิกิริยาเคมี เป>นสารเคลือบผิว และเป>น
สารผสมในสี และบิวทานอลยังเป>นสารท่ีใชกันอยางกวางขวางในการเป>นตัวทําละลายสําหรับสาร
เคลือบไมและวัสดุตาง ๆ ในงานอุตสาหกรรมเฟอร-นิเจอร- การใชประโยชน-จากบิวทานอลและ
สารประกอบอ่ืน ๆ คือ เป>นทินเนอร-สําหรับผสมเป>นตัวทําละลายในสี เชน หมึกพริ้นท- และเป>นสาร
สกัดในกระบวนการผลิตยาและสารธรรมชาติ เชน ยาปฏิชีวนะ ฮอร-โมน และวิตามิน เป>นตน 
นอกจากนี้ยังมีการใชบิวทานอลในประโยชน-ดานอ่ืน ๆ เชน กระจกนิรภัย สารทําความสะอาด 
อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง เชน สารตกแตงตา ยาทาเล็บ สารในผลิตภัณฑ-การโกนหนวด ผลิตภัณฑ-
เก่ียวกับสุขภาพอนามัย นอกจากนี้เป>นสารสําหรับการสกัด และอุตสาหกรรมอาหารและกลิ่น เป>นตน 
(Lee et  al., 2008; Duree, 2007) 
- ขอไดเปรียบของการใชบิวทานอลมากกวาเอทานอล (วรวุฒิ, 2558) 
1) การระเหย (Volatility) ตํ่ากวา จึงเป>นพิษนอยกวา (มีคา Reid Vapor 
Preessure (RVP) ตํ่ากวา 7.5 เม่ือเปรียบเทียบกับเอทานอล 
2) บิวทานอลไมดูดซับความชื้น (จึงมีคา Hygroscopicity ตํ่ากวา) 
3) บิวทานอลมีคาการกัดกรอนตํ่ากวา 
4) การใชบิวทานอลปลอดภัยกวาเอทานอล เนื่องจากมีคาการติดไฟ (Flash point) 
สูงกวา และมีคาแรงดันเป>นไอตํ่ากวา 
5) มีคาออกเทนสูงกวา 
6) บิวทานอลมีคาพลังงานสูงกวาเอทานอล โดยบิวทานอลมีคา 110,000 BTU ตอ
แกลลอน ในขณะท่ีเอทานอลมีคา 84,000 BTU ตอแกลลอน 




 2.1.3 ชีวเคมีของการผลิตอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอล 
 ไบโอบิวทานอลสามารถผลิตไดจากกระบวนการหมัก อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล 
(Acetone butanol ethanol fermentation) หรือเรียกวา การหมัก ABE ซ่ึงมีแบคทีเรียหลายสกุล





แบคทีเรียสกุลนี้สรางสปอร-และเจริญไดในสภาวะไมมีออกซิเจน (Anaerobic bacteria) มีรูปรางเป>น
ทอน ติดสีแกรมบวก ซ่ึงสามารถคัดแยกไดจากหลากหลายแหลง ปxจจุบันแบคทีเรียในสกุลนี้ท่ีสามารถ
ใชในการหมัก ABE ไดแก Clostridium acetobutylicum, C. beijerinckii, C. saccharobutylicum,  
C. saccharoperbutylacetonicum และ C. pasteurianum. แบคทีเรียในสกุล Clostridium 
สามารถใชแหลงของคาร-บอนไดหลายชนิดเชน กลูโคส (Glucose) ซูโครส (Sucrose) แลคโทส 
(Lactose) ไซโลส (Xylose) ไซเลน (Xylan) แปงและกลีเซอรอล (Andrade and Vasconcelos, 
2003; Mitchell, 1998) โดยแหลงคาร-บอนเหลานี้มีอยูหรือสามารถผลิตไดจากชีวมวลท่ีมีอยู
หลากหลายและมากมาย ซ่ึงวัตถุดิบท่ีสามารถใชผลิตไบโอบิวทานอลไดนั้นอธิบายอยูในหัวขอถัดไป  
กลไกการหมัก ABE ประกอบดวย 2 ข้ันตอนหลักคือการผลิตกรดบิวทิริกและกรดอะซิติก ใน
ข้ันตอน Acidogenesis ตามดวยการการผลิตตัวทําละลาย ABE ในข้ันตอน Solventogenesis โดย
แบคทีเรียจะผลิตตัวทําละลาย ABE ผานกระบวนการเมแทบอไลต-เป>นไพรูเวท จากนั้นทําปฏิกิริยา
ตอเนื่องเปลี่ยนเป>นอะซิติลโค เอ อะซิโตอะซิติลโค เอ และบิวทาริวโคเอ ตามลําดับ ไดผลิตภัณฑ-
สุดทายคือ ตัวทําละลาย บิวทานอล อะซิโตน และเอทานอล ดังแสดงในรูปท่ี 2.1 ในสัดสวน 6:3:1 
โดยประมาณ ใหกรดบิวทิริก กรดอะซิติก แกสไฮโดรเจน และแกสคาร-บอนไดออกไซด-เป>นผลิตภัณฑ-
ขางเคียง (อังคณาและคณะ, 2553) วิถีเมแทบอลิซึม (Metabolic pathways) ของการสลายกลูโคส



























รูปท่ี 2.2 การผลิตไบโอบิวทานอลจากขาวโพดและวิถีเมแทบอลิซึมของการสลายกลูโคสของ Clostridium 
 
1) การปรับสภาพเบื้องตน;  
2) การไฮโดรไลซิสแปง (α-amylase, β-amylase, Pullulanase, Glucoamylase, α-glucosidase);    
3) การไฮโดรไลซิสเซลลูโลส (Cellulases, β-glucosidase);   4) การไฮโดรไลซิสเฮมิเซลลูโลส  
5) Transketolase-transaldolase และ Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) pathway;  
6) Phosphotransferase system (PTS) และ EMP pathway;  7) Pyruvate-ferrodoxin oxidoreductase;  
8) Thiolase; 9) 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase, crotonase และ Butyryl-CoA dehydrogenase;  
10) Phosphate acetyltransferase และ Acetate kinase;   
11) Acetaldehyde dehydrogenase และ Ethanol dehydrogenase;   
12) Acetoacetyl-CoA:acetate/butyrate:CoA transferase และ Acetoacetate decarboxylase;  



































 2.1.4 วัตถุดิบท่ีสามารถนํามาใชผลิตไบโอบิวทานอล 
 ไบโอบิวทานอลเป>นพลังงานเชื้อเพลิงเหลวเชนเดียวกันกับไบโอเอทานอลและไบโอดีเซล  ซ่ึง
สามารถผลิตไดจากชีวมวลท่ีมีสวนประกอบเป>นคาร-โบไฮเดรต โดยปxจจุบันไดแบงวัตถุดิบเหลานี้เป>น  
3 รุน ดังนี้ (Nigam and Singh, 2011) 
2.1.4.1.  วัตถุดิบรุนท่ี 1 เป>นวัตถุดิบจําพวกแปงและน้ําตาล ไดแก ขาวทุกชนิด ขาวโพด  







2.1.4.2. วัตถุดิบรุนท่ี 2 วัตถุดิบจําพวกลิกโนเซลลูโลส ซ่ึงมักจะเป>นชีวมวลจากวัสดุเหลือใช
จากทางการเกษตรหรือจากแหลงอ่ืน ๆ (เศษไม เศษกระดาษ ซังขาวโพด รําขาว ฟางขาว กากออย 
เป>นตน) หรือชีวมวลจากพืชหญา หรือวัชพืชท้ังหลาย ขอดีของวัตถุดิบรุน 2 คือ ไมใชวัตถุดิบท่ีเป>น
อาหารจึงไปกระทบตอความม่ันคงดานอาหาร จึงทําใหวัตถุดิบเหลานี้มีราคาไมสูง หมุนเวียนได มี
องค-ประกอบหลักคือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงสองตัวแรกสามารถไฮโดรไลซ-ใหเป>น
น้ําตาลไดดังนั้นจึงจําเป>นตองมีการปรับสภาพเบื้องตนกอน เพ่ือกําจัดลิกนิน และการไฮโดรไลซ-
เซลลูโลสใหเป>นน้ําตาลท่ีสามารถถูกใชในกระบวนการหมักตอไป  
 2.1.4.3. วัตถุดิบรุนท่ี 3 เนื่องจากวัตถุดิบจําพวกลิกโนเซลลูโลสมีโครงสรางท่ีทําลายยาก 
ยุงยากในข้ันตอนการไฮโดรไลซิสพวกลิกโนเซลลูโลสใหเป>นนํ้าตาล และเพ่ือเป>นการแกปxญหาเรื่อง
ความม่ันคงดานอาหาร จึงมีการแสวงหาแหลงวัตถุดิบอ่ืน ซ่ึงพบวามีแหลงของวัตถุดิบท่ีมีศักยภาพท่ี











 2.1.5 สาหราย 
 สาหราย หมายถึง สิ่งมีชีวิตชั้นตํ่า ตรงกับภาษาอังกฤษวา algae และภาษากรีก phykos 
เป>นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กมาก จนไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา (Microscopic algae :Microalgae) 
ตองใชกลองจุลทรรศน- จนถึงขนาดใหญท่ีมองเห็นดวยตาเปลา (Macroscopic algae :Macroalgae) 
ซ่ึงดูเหมือนมีราก ลาตนและใบ รวมเรียกวา ทัลลัส (Thallus) สวนใหญจะมีคลอโรฟลล-ชวยในการ
สังเคราะห-แสง (ยุวดี, 2549) สาหรายจัดเป>นสิ่งมีชีวติขนาดเล็ก สาหรายพวกท่ีพบลองลอยไปตาม





เบื้องตนในหวงโซอาหารในแหลงน้ํา (ลัดดา, 2542) 
 สาหรายขนาดใหญ (Macroalgae) หมายถึง สาหรายกลุมท่ีสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 




ความหลากหลายของสาหรายขนาดใหญคอนขางสูง (สมสุข, 2538) เชน Cladophora, 
Aegagropila และ Rhizoclonium เป>นตน 
 สาหรายมีองค-ประกอบท่ีแตกตางกันออกไป (Jang et al., 2012) รายงานองค-ประกอบของ
สาหรายทะเลท่ีใชเป>นวัตถุดิบในการผลิตไบโอเอทานอลดังนี้ คาร-โบไฮเดรต (44.5–66.0%) โปรตีน 
(10.6–19.9%) ไขมัน (0.4–1.8) และเถา (21.8–35.1%) สาหรายมีลิกนินเป>นองค-ประกอบอยูนอย
และประกอบดวยคาร-โบไฮเดรตท่ีถูกยอยไดงายกวาวัสดุลิกโนเซลลูโลสผนังเซลล- ซ่ึงเป>น 
พอลิแซคคาร-ไรด-คือ Ulvans, Agarans และ Carrageenans, Alginates และ Fucans พบไดใน
สาหรายสีเขียว สีแดง และสีเขียวตามลําดับ นอกจากนี้น้ําตาลท่ีพบในสาหรายไดแก Mannitol และ 
Glucan (ซ่ึง Glucan จะอยูในรูปของ Laminarin หรือ Cellulose) และ Carrageenans (Wargacki 








Kappa- carrageenans     Laminarin 
 
 





รูปท่ี 2.3 โครงสรางของน้ําตาลท่ีพบไดในสาหรายทะเล (Vera et al., 2011) 
 
 เม่ือพิจารณาพอลิแซคคาร-ไรด-ซึ่งเป>นผนังเซลล-ของสาหรายแลว (รูปท่ี 2.3) พบวายังคงตองมี
การปรับสภาพเบื้องตนเพ่ือใหเกิดการไฮโดรไลซ-ไดงายข้ึน (Huesemann et al., 2012) โดยสรุป
ข้ันตอนการผลิต ABE จากสาหรายไดดังนี้ 





 Rhizoclonium เป>นสาหรายท่ีมีลักษณะเป>นเสนสายท่ีไมแตกแขนง เซลล-แตละเซลล-มีรูป
ทรงกระบอก ผนังเซลล-แตละเซลล-มักจะหนามีลักษณะเป>นตัว H ซอนกัน คลอโรพลาสต-อาจมี
ลักษณะเป>นรางแห หรืออยูริมๆเซลล- หรืออาจเป>นแผนเต็มเซลล- ไมมีไพรีนอยด- สืบพันธุ-โดยการท่ี
เสนสายขาดออกเป>นทอนหรือสรางสปอร-ท่ีมีแฟลกเจลลัม 2 หรือ 4 เสน และอาจพบสปอร-
แบบอะพลาโนสปอร- ถาสิ่งแวดลอมไมเหมาะสมอาจสรางอะคีนิท สวนการสืบพันธุ-แบบอาศัยเพศโดย 
การสรางแกมมีท ซ่ึงจะผสมกับไอโซแกมมี เม่ือยังออนอยูอาจมีโฮลฟาสต-ยึดติดกับพ้ืน แตเม่ือมีอายุ
มากข้ึนจะขาดลอยเป>นแพลงก-ตอนพืช (ปริญญา และ อมรรัตน-, 2556) 
 จากการรายงานในงานวิจัยของ Ehimen et al., (2013) การประยุกต-ใชในการปรับสภาพ
เบื้องตนเชิงกลและทางชีวภาพของสาหราย Rhizoclonium เพ่ือยอยสลายชีวมวลสาหรายในการ
ผลิตแกสมีเทน พบวาสามารถผลิตแกสมีเทน 62–97 mL CH4 / g VS และจากการรายงานของ 
Chao et al., (1991) สาหราย Rhizoclonium มีองค-ประกอบของคาร-โบไฮเดรตรอยละ 57.4 และมี
หลากหลายชนิดของน้ําตาลท่ีสามารถเป>นซับสเตรทในกระบวนการหมักได ดังนั้น การนําสาหราย 
Rhizoclonium จึงเป>นทางเลือกท่ีนาสนใจสําหรับการผลิตพลังงานชีวภาพโดยกระบวนการยอยสลาย
แบบไรอากาศได 
 สาหรายพุงชะโดหรือสาหรายหางมา เป>นพรรณไมใตน้ํา ประเภทใบเลี้ยงคู (Submerged 
plant) มีอายุหลายปw ซ่ึงมีชื่อวิทยาศาสตร-คือ Ceratophyllum demersum L. ชื่อสามัญคือ 
Coontail, Hornwort ลักษณะลําตนเป>นสายกลมเรียวยาว ไมมีราก มีใบออกมาตามขอโดยรอบเป>น
ชั้น แตกก่ิงกานมากจนดูเป>นกลุมใหญใตผิวน้ํา ลอยตัวอยางอิสระ ใบมีลักษณะคลายเสนดาย ขอบใบ
จักหยาบ ปลายใบแตกเป>น 2 แฉก ดอกเป>นดอกเด่ียวแยกเพศ เกิดท่ีซอกโคนใบ ดอกตัวผูเห็นไดชัด
คือ มีเกสรตัวผูสีขาวอยูเป>นกระจุก ไมมีกลีบดอก ไมมีกานดอก สวนดอกตัวเมียจะเห็นชัดเจนเม่ือติด
ผลแลว ผลเป>นรูปไข สีดํามีหนามยื่นยาว 3 อัน สาหรายพุงชะโดเป>นวัชพืชท่ีชอบข้ึนในท่ีตื้นพบไดตาม
แหลงน้ําตาง ๆ ท่ัวไป เชน ทะเลสาบ บอน้ํา บอปลาหรือบอบําบัดน้ําเสีย จะกระจายอยูในเขตอุนและ
รอน ในประเทศไทยจะพบมากบริเวณภาคใต ตลอดท้ังปw (ชอทิพย-, 2531)  
 จากการสํารวจเบื้องตนพบสาหรายพุงชะโดบริเวณคูน้ํารอบสวนสาธารณะ สวนสมเด็จ 
พระศรีนครินทร- จังหวัดปxตตานี ซ่ึงคูน้ําดังกลาวมีขนาดประมาณ กวาง 3 เมตร ลึก 1 เมตร ยาว 2 
กิโลเมตร พืชน้ํากําลังไดรับความสนใจในฐานะชีวมวลน้ําเพ่ือการผลิตพลังงานรุนท่ี 3 ท่ีใหพลังงาน
มากกวาชีวมวลบกถึง 6-12 เทา เนื่องจากโครงสรางของสาหรายท่ีประกอบดวยเซลลูโลสในปริมาณท่ี
ไมสูงเกินและลิกนินอยูนอย ทําใหจุลินทรีย-สามารถยอยสลายไดงายกวา Koyama et al., (2014) 
รายงานปริมาณลิกนินในสาหรายพุงชะโดท่ีพบในประเทศญ่ีปุvนเทากับ 15% ของสาหราย 








 2.1.6 การปรับสภาพเบ้ืองตน (Pretreatment)  





หายของน้ําตาลตํ่า ไมเกิดสารยับยั้ง เป>นกระบวนการท่ีมีประสิทธิภาพสูงเม่ือมีความชื้นตํ่า ไม
จําเป>นตองลดขนาดของวัตถุดิบลงมาก ใชพลังงานท้ังเชิงกลและความรอนตํ่า เกิดกากของเสียและน้ํา
เสียตํ่า และท่ีสําคัญคือมีตนทุนตํ่า (Alvira et al., 2010) 
การปรับสภาพเบื้องตน สามารถใชไดท้ังกระบวนการทางชีววิทยาโดยใชเชื้อรา ทางกายภาพ 
เชนการตัด การค้ัน การรีด และทางเคมีรวมกับความรอนท่ีไดรับความนิยมเนื่องจากมีประสิทธิภาพ
สูงสุด การใชกรดซัลฟวริกหรือไฮโดรคลอริก (0.1-1.0%) ท่ีอุณหภูมิ 121°C สามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซ-
ได 13.5 g/L จากสาหราย Saccharina japonica (Jang et al., 2012) ในขณะท่ีการใชสารละลาย
เบส Ca(OH)2 ในการปรับสภาพสาหรายนั้นไมเหมาะสมเนื่องจากเกิดเจล (Kim et al., 2011) แต
อยางไรก็ตามการใชกรดรวมกับความรอนนั้นอาจเกิดการสลายตัวของกลูโคสและไซโลสเป>น 
5-hydroxymethylfurfural (HMF) และ furfural ซ่ึงเป>นอนุพันธ-ของฟวแรน ตามลําดับ มีผลการ
ทดลองวาสารสองตัวเป>นสารยับยั้งการทํางานของยีสต-ในการหมักเอทานอล แตอยางไรก็ตามมี
รายงานวาสารสองตัวนี้ท่ีความเขมขนตํ่ากวา 3 g/L จะไมยับยังการทํางานของ Clostridium 
beijerinckii BA101 (Ezeji et al., 2007a) เนื่องจากการปรับสภาพหรือการไฮโดรไลซ-สาหรายดวย
กรดรวมกับความรอนนั้นเกิดการสลายตัวของน้ําตาลและทําใหผลไดลดลง จึงควรปรับสภาพเพียง
ชวงเวลาสั้น ใชกรดเจือจาง และความรอนตํ่า เพียงเพ่ือใหผนังเซลล-เปลี่ยนสภาพหรือสลายโครงสราง
เพ่ือใหเอนไซม-ไฮโดรไลซ-ไดงายข้ึนในข้ันตอนตอไป การไฮโดรไลซ-โดยใชเอนไซม-นั้นจะไมกอใหเกิด
สารยับยั้งและการสลายตัวของกลูโคสเนื่องจากการทํางานคอนขางมีความเฉพาะเจาะจงกลูแคนหรือ
เซลลู โลส ท่ี เป>นองค-ประกอบในสาหร ายสามารถถูกไฮโดรไลซ- ได โดยเอนไซม- เซลลู เลส  
เซลลูเลสเป>นกลุมเอนไซม-ท่ียอยเซลลูโลส สามารถพบไดมากในแบคทีเรีย เห็ดรา โปรโตชัว เชนผลิต
จาก Trichoderma reesei และ Cellulomonas fimi เอนไซม-ผสมนี้จะประกอบดวยเอนไซม-  
3 ชนิดเป>นอยางนอย ไดแก (1) Endoglucanase ทําหนาท่ียอย β-1,4-glycosidic linkage ผลการ





(Cellotriose), (2) Exoglucanase หรือ Cellobiohydrolase เอนไซม-นี้สามารถยอยเซลลูโลสในรูป
ผลึกหรือเซลลู โลสท่ี ไมละลายน้ํ าไดผลิตภัณฑ- เป>นเซลโลเดกทรินและเซลโลไบโอสและ 
(3) β-glucosidase ซ่ึงยอยเซลโลไบโอสและ Cellooligosaccharide ไดเป>นกลูโคส (El-Zawawy et al., 
2011) 
วัสดุลิกโนเซลลูโลสนั้นประกอบดวยสวนประกอบหลัก ๆ คือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส  




โครงสรางระเบียบ (Crystalline) ของเซลลูโลส และลิกนินท่ีติดอยูแตกออกดังภาพท่ี 2.4 (Mosier  
et al., 2005) 
นอกจากนี้ยังกําจัดเฮมิเซลลูโลส ลดความเป>นผลึกของเซลลูโลส และเพ่ิมความเป>นรูพรุนของ 
ลิกโนเซลลูโลส โดยการปรับสภาพวัตถุดิบมีประโยชน-ดังนี้ 1) ปรับปรุงโครงสรางของน้ําตาล หรือเพ่ิม
ความสามารถในข้ันตอนการยอยใหไดน้ําตาล 2) ลดการสูญเสียคาร-โบไฮเดรต 3) ลดการเกิด  
by-products ซ่ึงจะเป>นตัวยับยั้งในข้ันตอนการยอย และการหมัก และ 4) ลดตนทุนในการผลิต การ
ปรับสภาพวัตถุดิบเป>นหนึ่งในข้ันตอนท่ีแพงท่ีสุดในการเปลี่ยนชีวมวลเป>นนํ้าตาลท่ีใชในการหมักและ
จะเป>นข้ันตอนท่ีมีประสิทธิภาพและมีคาใชจายลดลงหากมีการวิจัยและพัฒนาท่ีเหมาะสม  




รูปท่ี 2.4 การปรับสภาพ (Pretreatment) เพ่ือทําลายโครงสรางท่ีแข็งแรงของลิกโนเซลลูโลส 
  
วิธีการปรับสภาพเบื้องตนชีวมวลมีมากมาย ซ่ึงสามารถแบงจําแนกออกไดดัง รูปท่ี 2.5 คือ
กระบวนการทางกายภาพ ทางเคมีกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพ 
 


















รูปที่ 2.5 วิธีตาง ๆ ในการปรับสภาพเบื้องตนของชีวมวล (ดัดแปลงจาก สุขใจ, 2554)  
การปรับสภาพทางชีวภาพ 
วัสดุเหลือใชหรือของเสียพวกลิกโนเซลลูโลส 
การปรับสภาพทางกายภาพ การปรับสภาพทางเคมีกายภาพ การปรับสภาพทางเคมี 
- การลดขนาดวัตถุดิบโดย 





- กระบวนการ Steam explosion 
(autohydrolysis) 
- กระบวนการ Ammonia fiber 
explosion (AFEX) 
- กระบวนการ Liguid hot water 
- กระบวนการ CO2 explosion 
- การไฮโดรไลซิสดวยกรด 













 2.1.6.1. การปรับสภาพเบื้องตนโดยกระบวนการทางกายภาพ 
 เป>นการลดขนาดของวัตถุดิบชีวมวล และทําใหเสนใยเซลลูโลสแตกออก ชวยเพ่ิมพ้ืนท่ีผิว
เพ่ือใหเอนไซม-เซลลูเลสสามารถเขาไปไฮโดรไลซ-ทําปฏิกิริยาไดมากข้ึน และเพ่ือลดโครงสรางของ
เซลลูโลสท่ีเป>นโครงสรางแบบผลึก ถาใชกระบวนการทางกล วัตถุดิบจะถูกบดใหละเอียด โดยการตัด 
การบด หรือ การใชความรอน ซ่ึงขนาดของวัตถุดิบจะถูกทําใหอยูระหวาง 10-30 mL 
2.1.6.2. การปรับสภาพเบื้องตนโดยกระบวนการทางเคมีกายภาพ 
การระเบิดดวยไอน้ํา (Steam explosion) การระเบิดดวยไอน้ําถูกนํามาใชในการแยกวัสดุ
จําพวกไม และวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร เม่ือประมาณ 60 ปwมาแลว และเทคโนโลยีนี้ไดมีการศึกษา
ปรับปรุงจนในปxจจุบันเครื่องระเบิดดวยไอน้ําสามารถทํางานไดท้ังรูปของกระบวนการแบบเบ็ดเสร็จ 
(Batch) และแบบตอเนื่อง (Continuous) ในการทํางานจะใชไอน้ําท่ีมีอุณหภูมิ และความดันสูงไป
แยกเอาสวนของเฮมิเซลลูโลสออกมาจากสวนของเซลลูโลส และลิกนินท่ีประกอบอยูในไมหรือวัสดุ
เหลือท้ิงทางการเกษตร โดยระยะเวลาของการระเบิดดวยไอน้ําจะไมเกิน 5 นาที สวนของเซลลูโลส 
และลิกนินท่ีเหลือจะแยกออกจากกันโดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด- ซ่ึงจากเทคนิคการระเบิด
ดวยไอน้ํานี้ก็จะสามารถแยกเอาสวนตาง ๆ คือ เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส และลิกนิน ไปใชเป>นวัตถุดิบ
ในการผลิตสารเคมีมูลคาเพ่ิมตาง ๆ ได ตัวแปรท่ีสําคัญของเทคนิคการระเบิดดวยไอน้ํา คือ อุณหภูมิ
ของไอน้ําและระยะเวลาท่ีใชในการระเบิด 
 2.1.6.3. การปรับสภาพเบื้องตนโดยกระบวนการทางเคมี 
1) การปรับสภาพเบื้องตนโดยใชกรด 
กรดซัลฟวริกเจือจางจะผสมเขากับชีวมวล เพ่ือไฮโดรไลซ-เฮมิเซลลูโลสเป>นน้ําตาลไซโลส และ 
น้ําตาลชนิดอ่ืน ๆ และสลายน้ําตาลไซโลสใหกลายเป>นเฟอร-ฟูรอลตอ เฟอร-ฟูรอลจะนํากลับคืนมาโดย
การกลั่น กรดท่ีผสมหรือสัมผัสกับชีวมวลจะคงอยูในอุณหภูมิ 160-220 °C ใชชวงเวลาจากวินาทีเป>น
นาที โดยกรดซัลฟวริกถูกนํามาใชในการกําจัดเฮมิเซลลูโลส และการ ไฮโดรลิซิสเซลลูโลสเป>นน้ําตาล
กลูโคส 
การไฮโดรลิซิสโดยกรด จะเกิดการปลดปลอยสารโมเลกุลขนาดกลางหรือโอลิโกเมอร-และสาร
โมเลกุลเด่ียวหรือโมโนเมอร- นั่นคือกรดจะไฮโดรไลซ-เซลลูโลสเป>นกลูโคส ตามดวยการไฮโดรลิซิส 









เกิดข้ึน ไดแก กรดอะซิติก และเฟอร-ฟูรอล เป>นตน ท่ีจะไปยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและยีสต-ใน




ปริมาณลิกนิน โดยมีกลไกของปฏิกิริยา Saponification ของพันธะเชื่อมโยงของเอสเทอร-ภายใน
โมเลกุลท่ีของไซแลนของเฮมิเซลลูโลส และองค-ประกอบอ่ืน เชน ลิกนิน กับดางแก มีรายงานวารูพรุน
ของวัสดุลิกโนเซลลูโลสเพ่ิมข้ึน โดยการกําจัดพันธะเชื่อมโยง (Silverstein, 2004) การปรับสภาพ
เบื้องตนดวยโซเดียมไฮดรอกไซด-เจือจางทําใหวัสดุเกิดการพองตัวสงผลใหพ้ืนท่ีผิวภายในเพ่ิมข้ึน




การปรับสภาพเบื้องตนทางชีวภาพ จะใชเชื้อรา เชน Brown-rot, White-rot และ Soft-rot 
เป>นตน ซ่ึงจะไฮโดรไลซ-ลิกนิน และเฮมิเซลลูโลสท่ีสามารถไฮโดรไลซ-ได โดยรากลุม White-rot เป>น
กลุมราในคลาส Basiomycetes ท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด สวนการไฮโดรลิซิสลิกนิน ของรากลุม 
White-rot ไดแก Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, และ Trametes 
versicolor เกิดดวยปฏิกิริยาออกซิเดชัน ราประกอบดวยเอนไซม-ลิกนิน เพอร-ออกซิเดส (LiP)  
แมงกาเนสเพอร-ออกซิเดส (MnP) และ แลกเคส (Laccases) (Silverstein, 2004) 
ขอดีของการปรับสภาพเบื้องตนโดยใชเชื้อราคือ ไมตองใชสารเคมีท่ีมีความรุนแรง และ
อุณหภูมิท่ีใชไมสูง ใชพลังงานตํ่า เป>นสภาวะท่ีเป>นมิตรตอสิ่งแวดลอม เม่ือเทียบกับวิธีด้ังเดิมท่ีใช
สารเคมีและอุณหภูมิสูง สวนขอเสียคือ เนื่องจากสภาวะท่ีใชไมรุนแรง จึงทําใหใชเวลาในการ 
ไฮโดรลิซิสลิกนินนานข้ึน เพราะเกิดอัตราการไฮโดรลิซิสชีวมวลตํ่า (Silverstein, 2004) 
 
 2.1.7 การไฮโดรไลซิส (Hydrolysis)  
 เนื่องจากสาหรายมีองค-ประกอบของคาร-โบไฮเดรตและลิกนินอยูนอย ดังนั้นเม่ือทําการ
ไฮโดรไลซิสจะไดน้ําตาลหลายชนิดปะปนกันออกมา รวมท้ังสารอ่ืน ๆ ท่ีเกิดข้ึนจากการไฮโดรไลซิส 







 2.1.7.1. การไฮโดรลิซิสดวยกรด (Acid hydrolysis) (ประมุข, 2555) 
 สามารถทําไดโดยใชกรดเขมขน หรือกรดเจือจาง ซ่ึงเป>นวิธีการยอยเซลลูโลสเพ่ือใหน้ําตาล
กลูโคส แตไดผลผลิตคอนขางนอย เนื่องจากมีการทําลายน้ําตาลท่ีเกิดข้ึนโดยน้ําตาลจะทําปฏิกิริยา
ตอไป ทําใหไดผลพลอยไดอ่ืน ๆ ไดแก เฟอฟูรอล นอกจากนี้กรดยังทําปฏิกิริยากับสารอ่ืนท่ีไมใช
เซลลูโลส ทําใหเกิดผลิตภัณฑ-ท่ีไมตองการ สําหรับกรดท่ีใชในวิธีนี้ไดแก กรดซัลฟวริกเขมขน  
70% ข้ึนไป กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 40% ข้ึนไป กรดซัลฟวริกเจือจาง 1% เป>นตน และในการ
เกิดปฏิกิริยาตองใชอุณหภูมิสูงประมาณ 140-160°C ซ่ึงปฏิกิริยาจะเกิดรุนแรง และไมเฉพาะเจาะจง 
โดยภาชนะท่ีใชตองทนตอการกัดกรอนจึงมีราคาแพงนอกจากนี้น้ําท้ิงจากการยอยจะกอใหเกิดมลพิษ
ตอสิ่งแวดลอม เนื่องจากมีกรดเจือปน 
 2.1.7.2. การไฮโดรลิซิสดวยเอนไซม- (Enzymatic hydrolysis)  
ลิกโนเซลลูโลสมีองค-ประกอบสําคัญคือเซลลูโลสซ่ึงเซลลูโลสมีโครงสรางท่ีเป>นกลูโคสตอกัน
ดวยพันธะ ß-1,4-Glycosidic linkage ดังนั้นจึงใชเอนไซม-กลุมเซลลูเลสในการยอยสลายเซลลูโลสซ่ึง
ประกอบดวยเอนไซม-เชิงซอน 3 สวน ดังนี้ 
1) Endoglucanase (endo- β-1,4-glucanase) (E.C.3.2.1.4) (พิจิตรา, 2548) ทําหนาท่ี
ยอยโมเลกุลของเซลลูเลสในสวนท่ีไมเป>นระเบียบ (Amorphous) หรือยอยอนุพันธ-ของเซลลูโลส เชน 
คาร-บอกซีเมทิลเซลลูโลส (Carboxymethyl cellulose) เซลลูโลสท่ีผานการทําปฏิกิริยากับกรด
ฟอสฟอริก (Phosphoric swollen cellulose) ไฮดรอกซีเอทิลเซลลูโลส (Hydroxyethyl 
cellulose) และเซลโลโอลิโกเมอร- (Cello-oligomers) โดยตัดยอยเซลล-ท่ีตําแหนง พันธะบีตา-1,4-
ไกลโคซิดิกแบบสุม (Random) ทําใหผลิตภัณฑ-ผสมหลายชนิด คือ เซลโลโอลิโกแซคคาไรด- 
(Cellooligo-saccharides) เซลโลเพนธาโอส (Cellopentaose) เซลโลไตรโอส (Cellotriose)  
เซลโลไบโอส (Cellobiose) และกลูโคส โดยจะไดผลิตภัณฑ-หลักใดข้ึนอยูกับสมบัติ ของแตละเอนไซม-  
2) Exoglucosidase (Exo- β -1,4-glucanase) หรือเอกโซบีตา-1,4-กลูแคนกลูโคไฮโดรเนส 
หรือเอกโซบีตา-1,4-เซลโลไบโอไฮโดรเนส (E.C.3.2.1.91) พบวา มักทําหนารวมกับเอนไซม- 
เอนโดกลูคาเนสในการยอยโมเลกุลของเซลลูโลส โดยการยอยสลายเซลลูโลสจากปลายดานท่ีไมมี
น้ําตาลรีดิวซ- (Non-reducing) ของเซลลูโลส ผลิตภัณฑ-ท่ีไดจากการยอยสลายสวนใหญ คือ น้ําตาล 
เซลโลไบโอส นอกจากนี้ยังพบวาสามารถยอยสลายเซลลูโลสท่ีจัดตัวอยางเป>นระเบียบ 
(Microcrystalline cellulose) ไดโดยอาศัยการทํางานรวมกับเอนโดกลูคาเนส  
3) เอนไซม-บีตา-1,4-กลูโคไซเนส (E.C.3.2.1.21) เป>นเอนไซม-ท่ีทําหนาท่ี ยอยโมเลกุลของ 





สวนท่ีเป>นระเบียบ (Crystalline) และไมเป>นระเบียบ (Amorphous) ใหเป>นน้ําตาลกลูโคส โดย
เอนไซม-ท้ัง 3 ชนิดรวมกัน  
เนื่องจากโครงสรางของเซลลูโลสประกอบดวยโครงสรางผลึก หรือสวนท่ีเป>นระเบียบ
(Crystalline region) และสวนท่ีไมมีระเบียบ (Amorphous region) เอนไซม- Endoglucanase จะ
เขาไปยอยสลายสวนท่ีไมเป>นระเบียบ ทําใหเสนใยเซลลูโลสขาดเป>นชวง ๆ เอนไซม- Exoglucanase 
เขาไปยอยสวนปลายของเสนใยท่ีขาดออกมา จากนั้นโมเลกุลของเซลลูโลสจะถูกยอยสลายใหเป>น
โมเลกุลท่ีสั้นลงโดยเอนไซม- Exoglucanase และโมเลกุลท่ีสั้นลงนั้นถูกยอยดวยเอนไซม-  
ß-glucosidase ใหผลผลิตสุดทายเป>นกลูโคส  
 
 2.1.8 กระบวนการหมัก Acetone-Butanol-Ethanol (ABE) Fermentation 
กระบวนการหมักบิวทานอลมีท้ังการแบบแบบแบทช- เฟด-แบทช- และแบบตอเนื่อง 
นอกจากนี้กระบวนการหมักโดยท่ัวไปอาจแบงเป>น 2 แบบ (Shen and Agblevor , 2010) 
 2.1.8.1 แบบเอนไซม-ไฮโดรไลซิสสมบูรณ-แลวตามดวยการหมัก ABE (Separate hydrolysis 
and fermentation, SHF)  
เป>นกระบวนการการท่ีแยกข้ันตอนระหวางการยอยสลายดวยเอนไซม-ใหไดกลูโคสกอน แลวจึง
นําไปหมักตอเพ่ือใหไดบิวทานอล ขอดีของกระบวนการนี้คือ สามารถแยกข้ันตอนการยอยสลายดวย
เอนไซม-เซลลูเลสท่ีมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางาน 40-60°C และการหมักท่ีมีอุณหภูมิ 30°C 
เนื่องจากมีขอจํากัดในการเจริญของแบคทีเรีย แตกระบวนการนี้มีขอเสียท่ีสําคัญคือ กลูโคสท่ีเกิดข้ึนท่ีมี
ปริมาณมากถึงจุดหนึ่งจะยับยั้งการทํางานของเอนไซม- β-glucosidase ในระหวางการยอยสลาย จึงทํา
ใหตองใชวัสดุหมักปริมาณไมมาก แตใหใชเอนไซม-ปริมาณมากแทนเพ่ือท่ีจะใหไดผลผลิตเป>น 
บิวทานอลในปริมาณท่ียอมรับได 
 2.1.8.2 เอนไซม-ไฮโดรไลซิสบางสวนแลวตามดวยการหมัก ABE (Simultaneous 





นี้อยูท่ีประมาณ 37–38°C และจะดีท่ีสุดในชวงประมาณ 40–60°C เพราะเป>นอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
สําหรับการทํางานของเอนไซม-เซลลูเลส 
ประสิทธิภาพของกระบวนการหมักสามารถระบุไดเป>นอัตราการผลิต (Productivity) ซ่ึง




ตอน้ําหนักวัตถุดิบ กระบวนการแบบ SSF จะมีอัตราการผลิตสูงกวา SHF เพราะใชเวลาในการ
ดําเนินการสั้นกวา แตในกรณีของผลไดนั้นไมสามารถสรุปไดอยางแนชัดข้ึนอยู กับแตละกรณี 
กระบวนการแบบ SSF มีขอดีคือลดความเขมขนของกลูโคสซ่ึงเป>นตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม-
เพราะกลูโคสจะถูกใชในการหมัก และระยะเวลาในการไฮโดรไลซิสก็นานกวาแบบ SHF  ซ่ึงซับสเทรต
จะถูกแยกออกจากไฮโดรไลเสทกอนเขาสูกระบวนการหมัก สําหรับขอดีของ SHF คือสามารถ
ดําเนินการไดในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของการใชเอนไซม- ซ่ึงมักจะอยูท่ีอุณหภูมิท่ีสูงกวา (50°C) 
ดังนั้นถาหากใชเอนไซม-ไฮโดรไลซิสในสภาวะท่ีเหมาะสมเป>นชวงระยะเวลาหนึ่ง จากนั้นจึงนํา
สวนผสมท้ังหมดท้ังไฮโดรไลเสทและกากไฮโดรไลเสทไปหมักตามสภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรีย ซ่ึง
เราเรียกกระบวนการนี้วา เอนไซม-ไฮโดรไลซิสบางสวนแลวตามดวยการหมัก ABE (Semi-
Simultaneous saccharification and fermentation, SSSF) ก็จะสามารถทําใหประสิทธิภาพของ
การหมักมีอัตราการผลิตและผลไดท่ีสูงกวา SHF และ SSF ได หากใชระยะเวลาของเอนไซม- 
ไฮโดรไลซิสกอนหมักท่ีเหมาะสม 
 
 2.1.9 ปcจจัยสําคัญท่ีมีผลตอการหมัก 
 ปxจจัยสําคัญท่ีมีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและการหมักบิวทานอล ไดแก 
 2.1.9.1. ซับสเตรท (Substrate) วัตถุดิบท่ีนํามาใชเป>นอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย-และการผลิตสารเมแทโบไลต-ท่ีตองการ ซ่ึงในงานวิจัยนี้จะใชสาหรายท่ีผาน
การไฮโดรไลซ-กลายเป>นน้ําตาลแลวโดย Clostridium beijerinckii ท่ีสามารถใชน้ําตาลท้ังได 
Pentose และ Hexose  
 2.1.9.2. เชื้อจุลินทรีย- (Microorganism) ในชวงการหมัก สิ่งสําคัญประการหนึ่ง คือการ
เตรียมหัวเชื้อสําหรับการหมัก เป>นการเตรียมจุลินทรีย-ใหแข็งแรงและมีปริมาณมากพอตอการหมัก 
รวมท้ังปราศจากการปนเปอนของจุลินทรีย-ท่ีไมตองการ  
 2.1.9.3. ผลของธาตุอาหาร เกลือแร และวิตามินตอการหมักซ่ึงไดแก คาร-บอนซ่ึงเป>นธาตุ
อาหารท่ีสําคัญท่ีไดจากซับสเตรทนอกจากนี้ยังมีไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร- วิตามิน ซ่ึงสารอาหาร
เหลานี้สามารถพบไดในสาหรายทะเล ในกรณีท่ีมีนอยเกินก็สามารถใชอาหารเลี้ยงเชื้อรวมได 
 2.1.9.4. อุณหภูมิและคา pH นับวามีความสําคัญมากตอการหมัก สําหรับแบคทีเรีย 
C. beijerinckii อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูในชวง 24-38°C โดยท่ีอุณหภูมิตํ่าจะสามารถผลิตบิวทานอล
ไดสูงกวาแตอัตราการผลิตก็จะตํ่ากวา สําหรับ pH ท่ีเหมาะสมคือ 4.8-5.5 (Glassner et al., 1991)
ดังนั้นจําเป>นตองควบคุม pH ระหวางการหมักโดยใชสารละลายบัพเฟอร- 
 2.1.9.5. ตัวยับยั้ง (Ezeji et al., 2007a) ศึกษาผลของสารประกอบท่ีเกิดข้ึนระหวางการ 




Hydroxymethyl furfural (HMF), Acetic, Ferulic, Glucuronic, ρ-coumaric acids, 
Syringaldehyde, และ Phenolic compounds ตอการทํางานของ Clostridium  beijerinckii  
BA101 ในกระบวนการหมัก ABE ผลการทดลองพบวา furfural และ HMF ท่ีความเขมขน 3 g/L ไม
ยับยั้งการทํางานของ C. beijerinckii BA101 ในขณะท่ีสารตัวอ่ืนแสดงการยับยั้งการทํางานของ
จุลินทรีย-ในกระบวนการหมัก นอกจากนี้ยังพบวาเกลือ Sodium acetate (8.9 g/L) และ Sodium 
sulfate (13.3 g/L) ก็ยับยั้งการทํางานของแบคทีเรียเชนเดียวกัน โดยตัวหลักในการยั้บยั้งแบคทีเรีย
ในกระบวนการหมักคือบิวทานอลท่ีเกิดข้ึนนั่นเองโดยจะแสดงความเป>นพิษท่ีความเขมขนสูงกวา  
12 g/L (Andrade and Vasconcelos, 2003)  
  
2.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
Wang et al. (2004) ไดพัฒนาแบบจําลองทางคณิตศาสตร- Logistic model ท่ีมีความ
ซับซอนนอยและงายตอการใชงาน สามารถนํามาประยุกต-ใชในการอธิบายจลนพลศาสตร-ของการ
หมัก ABE ได แบบจําลองนี้มีองค-ประกอบหลักสามสวนไดแก สมการการเจริญเติบโตของเซลล- 
สมการการเกิดผลิตภัณฑ- และสมการการใชซับสเตรทของเซลล- ดังนี้ 
การหาอัตราการเจริญเติบโตของเซลล- สมการ (1) 
 
        (1) 
 
เม่ือ  X = ความเขมขนของเซลล-แบคทีเรียท่ีเวลาใด ๆ (g/L) 
 Xm = ความเขมขนของเซลล-แบคทีเรียสูงสุด (g/L) 
 µm = อัตราจําเพาะสูงสุดของการเจริญเติบโต (h
-1) 
 
ในแบบจําลองนี้กําหนดใหการผลิต ABE มีความสัมพันธ-กับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
ความเขมขนของ ABE ท่ีเพ่ิมข้ึนสอดคลองกับการเพ่ิมข้ึนของการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ซ่ึงเป>น
ลักษณะ Growth-linked product ดังแสดงดวยสมการท่ี (2) โดยสมการนี้จะอธิบายอัตราการผลิต 






        (2) 
 
เม่ือ  P = ความเขมขนของ ABE ท่ีเวลาใด ๆ (g/L) 
 ∆t = ระยะการปรับตัวของการผลิต ABE (h) 
 YP/X = ผลไดของ ABE จากเซลล-แบคทีเรีย (g ABE/g เซลล-แบคทีเรีย) 
 
การหาอัตราการใชซับสเตรทของแบคทีเรีย อธิบายไดจากสมการ (3) 
 
        (3) 
 
จากสมการ (1), (3) และพารามิเตอร- จะไดสมการ (4) และคา YX/S และ m 
 
    (4) 
 
เม่ือ  S = ความเขมขนของน้ําตาลท่ีเวลาใด ๆ (g/L) 
 S0 = ความเขมขนของน้ําตาลท่ีเวลาเริ่มตน (g/L) 
 m = คาคงท่ีบํารุงเซลล- (h-1) 
 YX/S = ผลไดของจากเซลล-แบคทีเรียจากน้ําตาล (g เซลล-แบคทีเรีย/g น้ําตาล) 
 
การศึกษาแบบจําลองทางจลนพลศาสตร-การหมัก ABE โดยใชแบบจําลองทางคณิตศาสตร- 
Logistic model จากผลการกําหนดคา X0 และ S0 ในการทดลอง และเก็บขอมูลของ P, S และ X ท่ี
เวลาใด ๆ ดังนั้นจึงจําเป>นตองออกแบบการทดลองเพ่ือใหไดขอมูลมากพอสําหรับใชในการคํานวณหา
คาตัวแปรตาง ๆ  
Mishima et al. (2006) ศึกษาผลของการปรับสภาพเบื้องตนดวยสารเคมีชนิดตาง ๆ ของ
พืชน้ําสองชนิด คือ จอกและผักตบชวา ซ่ึงมีวัตถุประสงค-เพ่ือเพ่ิมประสิทธิการไฮโดรไลซ-ตัวอยางของ
พืชท้ังสองชนิดดวยเอนไซม-ในข้ันตอนตอไป สารเคมีท่ีใชในการทดลองไดแก น้ํากลั่น 10%HCl 




อุณหภูมิหอง 60 และ 100 °C แยกศึกษาระหวางใบและรากเตรียมตัวอยางโดยลางดวยน้ําประปา ทํา
แหง และลดขนาดเป>น 350 µm เวลาท่ีใชในการปรับสภาพคือ 2 หรือ 24 ชั่วโมง หลังจากปรับ
สภาพเบื้องตนดวยสารเคมีชนิดตาง ๆ แลวจึงเขาสูการไฮโดรไลซ-ดวยเอนไซม-เซลลูเลสทางการคา เป>น
เวลา 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 40°C จากผลการทดลองพบวาการปรับสภาพดวย NaOH/H2O2 สงผลให
การไฮโดรไลซ-ดวยเอนไซม-ในข้ันตอนถัดมา มีประสิทธิภาพและเกิดน้ําตาลรีดิวซ-สูงสุด โดยสามารถ
ผลิตน้ําตาลรีดิวซ-จากจอกไดสูงกวาผักตบชวา 1.8 เทา และใบของพืชท้ังสองชนิดสามารถใชผลิต
น้ําตาลรีดิวซ-ไดมากกวาสวนท่ีเป>นราก 
Ohgren et al. (2007) เปรียบเทียบกระบวนการผลิตเอทานอลแบบ Separate 
Hydrolysis and Fermentation (SHF) และ Simultaneous Saccharification (Hydrolysis) and 
Fermentation (SSF) จากซังขาวโพดท่ีซับสเตรทท่ีใชคือซังขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพเบื้องตนดวย
ไอน้ํา เอนไซม- ท่ีใช เป>นเอนไซม-ทางการคาประกอบดวยเอนไซม-หลายชนิดเชน เซลลู เลส  
เบตากลูโคซิเดส ไซลาแนส ปริมาณเอนไซม-ท่ีใชคือ 10 FPU/g ของแข็งท่ีไมละลายน้ํา ในกระบวนการ
หมักใชยีสต-สายพันธุ- Saccharomyces cerevisiae ท่ีอุณหภูมิ 35°C ควบคุม pH ใหคงท่ีท่ี pH = 5 




Qureshi et al. (2008) พบวาการหมักไฮโดรไลเสทของเสนใยขาวโพดท่ีปรับสภาพดวยกรด 
(SACFH) ยับยั้งการเจริญเติบโตของ Clostridium beijerinckii BA101 และการผลิต ABE การกําจัด
ตัวยับยั้งออกดวย XAD-4 resin ทําใหผลิต ABE ไดสูงข้ึนประมาณหาเทา สําหรับการหมัก ABE จาก
ไฮโดรไลเสทของเสนใยขาวโพดท่ีไฮโดรไลซ-ดวยเอนไซม-ไมพบการยับยั้งใด ๆ ในระหวางการหมัก 
นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียสามารถใชไซโลสไดอยางมีประสิทธิภาพใกลเคียงกับกลูโคส  
Qureshi et al. (2008) ศึกษาการหมัก ABE จากฟางขาวสาลีดวยแบคทีเรีย Clostridium 
beijerinckii P260 ดวยกระบวนการท่ีแตกตางกัน 5 กระบวนการดังนี้ (1) ฟางขาวสาลีท่ีผานการ
ปรับสภาพเบื้องตนดวยกรดเจือจาง (2) การไฮโดรไลซ- (ดวยเอนไซม- Carboxymethyl Cellulase 
และ Xylanase) ตามดวยการหมักโดยไมกําจัดกากออก (3) การไฮโดรไลซ-ควบคูกับกับการหมักโดย
ปราศจากการกวน (4) การไฮโดรไลซ-ควบคูกับการหมักท่ีมีการเติมน้ําตาลเพ่ิม (5) การไฮโดรไลซ-
รวมกับการหมักท่ีมีการกวนท่ีเกิดจากการไลดวยแกส (Gas stripping) จากผลการทดลองพบวา
สามารถผลิต ABE ไดเทากับ 9.36, 13.12, 11.93, 17.92 และ 21.42 g/L ตามลําดับ หรือหากคิด
เป>นอัตราการผลิตไดเทากับ 0.19, 0.14, 0.27, 0.19, และ 0.31 g/Lh ตามลําดับ ในขณะท่ีชุดการ




ควบคูกับการหมักและไลดวยแกสใหอัตราการผลิต ABE สูงสุด และมีผลไดเทากับ 0.4 การไลดวยแกส
นั้นเป>นการลดความเขมขนของ ABE ในกระบวนการหมักจึงทําใหลดการยับยั้งการทํางานของ
แบคทีเรียจากความเขมขนของ ABE ท่ีเพ่ิมข้ึนในระหวางการหมักไดนั่นเอง 
Aguilar et al. (2011) ออกแบบการทดลองเพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมัก ABE 
จากแปงมันสําปะหลังดวยแบคทีเรีย Clostridium beijerinckii  โดยแปงมันสําปะหลังท่ีใชมี
องค-ประกอบของคาร-โบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน เถา และความชื้น เทากับ 86.7% 1.3% 0.2% 2.4% 
และ 9.4% ตามลําดับ ตัวแปรท่ีใชศึกษาไดแก อุณหภูมิท่ีใชในกระบวนการหมัก (35 หรือ 40°C) 
ความเขมขนเริ่มตนของแปงมันสําปะหลัง (60 หรือ 80 g/L) การไฮโดรไลซ-ดวยกรดไฮโดรคลอริกหรือ 
เอนไซม-แอลฟาอะมัยเลสตามดวยเบตากลูโคอะมัยเลส จากผลการทดลองพบวาสามารถผลิต ABE ได
ความเขมขนสูงสุดคือ 31.38 g/L ดวยอัตราการผลิตเทากับ 0.33 g/Lh เม่ือใชสภาวะการหมักท่ี 
40°C ความเขมขนเริ่มตนของแปงมันสําปะหลังเทากับ 60 g/L และไฮโดรไลซ-ดวยเอนไซม- 
Ranjan and Moholkar (2011) ศึกษาผลของการปรับสภาพเบื้องตนของฟางขาวกอนเขาสู
กระบวนการหมัก ABE ดวยแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum MTCC 481 ดวยวิธีการ 
ตาง ๆ คือ ทางกายภาพ (ใชไอน้ําท่ีอุณหภูมิ 121°C ความดัน 15 psi เป>นเวลา 30 นาที) ทางเคมี  
(1% กรดซัลฟวริก ท่ีอุณหภูมิ 60 °C เป>นเวลา 24 ชั่วโมง ) และเอนไซม- (บมท่ีอุณหภูมิ 60°C เป>น
เวลา 24 ชั่วโมง) จากการใชฟางขาวท่ี 5 %w/w ไฮโดรไลซ-ดวยวิธีตาง ๆ แลวเขาสูกระบวนการหมัก 
ABE พบวาชุดการทดลองท่ีใชเอนไซม-ในการไฮโดรไลซ-ฟางขาวใหผลไดของบิวทานอลสูงท่ีสุดคือ 
1.042 g/g ในขณะท่ีการไฮโดรไลซ-ดวยไอน้ําและกรดใหผลไดเทากับ 0.861 และ 0.803 g/g 
ตามลําดับ โดยสัดสวนองค-ประกอบของ ABE ท่ีผลิตไดคือ 0.11 0.861 และ 0.05 ตามลําดับ 
Wang and Blaschek (2011) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมัก ABE จากตนขาวโพด
ดวย Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 ในกระบวนการแบบแบทช- ออกแบบการทดลองดวย
วิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบ Central Composite Design ตัวแปรท่ีศึกษาไดแก คา pH ความเขมขน
เริ่มตนของน้ําตาล อัตราเร็วการกวนตอการผลิต ABE จากการทดลองและการทํานายโดยใชโปรแกรม 
พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ ท่ี pH = 6.7 ความเขมขนเริ่มตนของน้ําตาลเทากับ 42.2 g/L และ
อัตราเร็วการกวนเทากับ 48 สามารถผลิตบิวทานอลไดสูงสุดท่ีผลไดเทากับ 0.27 g/g sugar หากเพ่ิม
อัตราการกวนจะสงผลใหเกิดอะซิโตนมากข้ึนทําใหปริมาณบิวทานอลลดลง นอกจากนี้ยังพบวา 
Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 สามารถใชกลูโคสและฟรุกโทสไดหลังกระบวนการหมักใน
ขณะท่ีซูโครสจะถูกใชหลังชั่วโมงท่ี 14 และเม่ือสิ้นสุดการหมัก 80 ชั่วโมง กลูโคสและฟรุกโทสถูกใชไป 
70% ในขณะท่ีซูโครสถูกใชไปเพียง 50% 





บิวทานอล (สวนใหญเป>นสายพันธุ- Clostridium) ท่ีไดจากกากตะกอนน้ําเสียในกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจน ในงานวิจัยนี้ใชของเสียทางการเกษตร 2 ประเภท (คือฟางขาวและชานออย) โดยใชดางใน
การปรับสภาพและไฮโดรไลซ-โดยใชคอกเทลเซลลูเลสท่ีเกิดจาก Pseudomonas sp. CL3 และ 
Clostridium sp. TCW1 และนําไปหมักโดยผานกระบวนการ Separate Hydrolysis and 
Fermentation (SHF) หรือการรวมกันของกระบวนการ SHF กับ Simultaneous Saccharification 
and Fermentation (SHF–SSF) ซ่ึงในกระบวนการ SHF ความเขมขนของบิวทานอลสูงสุด รอยละ
ผลผลิตท่ีไดและอัตราสวนของอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล (ABE: Acetone, Butanol and 
Ethanol) จากชานออยเป>น 2.29 g/L, 1.00 กรัม/ลิตร/วัน, 0.52 โมลบิวทานอล/โมลน้ําตาลรีดิวซ- 
และอัตราสวน 0.12:1:0.06 ตามลําดับ และสําหรับฟางขาวเป>น 2.92 g/L, 1.41 กรัม/ลิตร/วัน, 0.51 
โมล-บิวทานอล/ โมลน้ําตาลรีดิวซ- และอัตราสวน 0.19:1:0.1 ตามลําดับ และในกระบวนการ SHF-
SSF ความเขมขนของบิวทานอลสูงสุด รอยละผลผลิตท่ีไดสําหรับชานออยเป>น 1.95 g/L, 0.61 กรัม/
ลิตร/วัน, 0.37 โมลบิวทานอล/ โมลน้ําตาลรีดิวซ- ตามลําดับ และสําหรับฟางขาวเป>น 2.93 กรัม/ลิตร, 
0.86 กรัม/ลิตร/วันและ 0.49 โมลบิวทานอล/โมลน้ําตาลรีดิวซ- ตามลําดับ ซ่ึงงานวิจัยนี้แสดงใหเห็น
ถึงแนวทางและเป>นไปไดของของเสียทางการเกษตรท่ีสามารถเปลี่ยนเป>นเชื้อเพลิงชีวภาพท่ีมีคุณคา 
(เชน บิวทานอล) 
Huesemann et al.(2012) ศึกษาการหมัก ABE จากชีวมวลสาหรายสีน้ําตาล kelp ชนิด 






0.12 และ 0.16 g/g ตามลําดับ แตอยางไรก็ตามถาหากปรับกระบวนการหมักโดยไฮโดรไลซ-
คาร-โบไฮเดรตชนิดอ่ืนใหไดน้ําตาลมากข้ึนก็มีความเป>นไปไดในการนําชีวมวลสาหรายสําหรับผลิต 
ABE ในระดับอุตสาหกรรมตอไป 
Ehimen et al.(2013) ศึกษาอิทธิพลของวิธีการปรับสภาพเบื้องตนท่ีแตกตางกันใน
กระบวนการยอยแบบไรอากาศของเสนใยสาหราย Rhizoclonium ซ่ึงมีองค-ประกอบของของแข็ง
ระเหยได 64-67% คาร-บอน 23-24% ไฮโดรเจน 2.46–2.70% ออกซิเจน 36–37% ไนโตรเจน 1% 






รอยละผลไดไดนอยกวา 20 เม่ือเปรียบเทียบกับการลดขนาดอนุภาคเพียงอยางเดียว ซ่ึงเทากับ  
62–97 mL CH4 / g VS 
Jensen et al.(2013) ศึกษาวิธีการปรับสภาพเบื้องตนของสาหราย Chaetomorpha 
linum (C.Linum) เพ่ือผลิตเอทานอลอยางมีประสิทธิภาพสามารถใชองค-ความรูของการปรับสภาพ
ชีวมวลท่ีเพาะปลูกบนพ้ืนดินได ซ่ึงสาหราย C. linum มีองค-ประกอบดังนี้ กลูแคน 34-38 กรัม  
ไซแลน 6 กรัม อะราบีแนน 9-10 กรัม สารประกอบอินทรีย-ท่ีไมไฮโดรไลซ- 7 กรัม เถา 21-23 กรัม 
แพกติน 14 กรัมและแวกซ- 6 กรัมตอ 100 กรัมน้ําหนักแหง ในงานวิจัยนี้ศึกษาการปรับสภาพ  
C. linum ดวย 5 วิธีการคือ Hydrothermal Pretreatment (HTT), Wet Oxidation (WO), 
Steam Explosion (STEX), Plasma-Assisted Pretreatment (PAP) และ Ball Milling (BM) เพ่ือ
ตรวจสอบผลท่ีเกิดข้ึนเม่ือนําสาหราย C.linum ท่ีผานการปรับสภาพเบื้องตนไปหมักเพ่ือผลิต 
เอทานอลโดยวิธีการหมักแบบ Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) จาก
การทดลองพบวา วิธีการปรับสภาพดวย WO และ BM ใหผลผลิตเอทานอลท่ีสูงท่ีสุด 44 กรัมเอทานอล/100 
กรัมกลูแคน ซ่ึงใกลเคียงกับเอทานอลตามทฤษฎี 57 กรัมเอทานอล/100กรัมกลูแคน การปรับสภาพ
เบื้องตนโดยใชวิธีการ WO และ BM ใหผลผลิตเอทานอลสูงสุดคือ 64% ซ่ึงสูงกวาเม่ือเทียบกับ




 Wang et al.(2013) ศึกษา Distiller’s Dried Grains with Solubles (DDGS) เป>น
ผลิตภัณฑ-รวมในการผลิตเอทานอลจากขาวโพดแหง เม่ือเร็ว ๆ นี้กระบวนการทางกายภาพได
พัฒนาการแยก DDGS เป>นสองสวนท่ีมีมูลคาเพ่ิม คือ DDGS ท่ีอุดมดวยเสนใยและสวนท่ีอุดมไปดวย
น้ํามันและโปรตีน ในงานวิจัยนี้ไดเปรียบเทียบผลของกระบวนการปรับสภาพเบื้องตนตางๆ ของ 
DDGS ดวย Electrolyzed Water ท่ีสี่อุณหภูมิคือ 130, 145, 160, และ 175°C และสามเวลาในการ
ปรับสภาพคือ 10, 20, และ 30 นาที โดยการโหลดของแข็ง 20% w/w การปรับสภาพเบื้องตนวิธีอ่ืน 
ๆ เชน กรดซัลฟูริกเจือจาง สารละลายดางและน้ํารอนยังไดมีการทดสอบเพ่ือเปรียบเทียบดวย ใน
กระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-ท่ีอุณหภูมิ 50°C จะมีการเติมเซลลูเลส 15FPU/กรัมเซลลูโลส ß-
glucosidase 40 หนวย/กรัมเซลลูโลส ไซลาเนส 50 หนวย/กรัมชีวมวลแหง และโหลดของแข็ง 10% 
DDGS ท่ีผานการไฮโดรไลซิสถูกนําไปหมักโดยเชื้อ Clostridium beijerinckii BA 101 ท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส ในถังหมัก Autocontrolled Sixfors อยางตอเนื่องซ่ึงจากการทดลองพบวาการปรับ
สภาพเบื้องตนโดยใชวิธีการปรับสภาพดวย Acidic electrolyzed ท่ีอุณหภูมิ 175°C เป>นเวลา 10 




กรัม จาก 100 กรัม DDGS และในกระบวนการหมักโดยใชเชื้อ C. beijerinckii สามารถผลิตอะซิโตน 
บิวทานอลและเอทานอล (ABE: Acetone, Butanol และ Ethanol) 5.35 กรัม จาก 100 กรัม 
DDGS การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวา การปรับสภาพเบื้องตนของ DDGS ดวย Electrolyzed Water 
และไฮโดรไลซ-ดวยเอนไซม-สามารถนํามาใชในการผลิตไบโอบิวทานอลโดยปราศจากมลพิษได 
 ซ่ึงการศึกษาผลของการปรับสภาพเบื้องตนตอการหมักเพ่ือผลิตไบโอบิวทานอล ดังแสดงใน
ตารางท่ี 2.2  
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ตารางที่ 2.2 การศึกษาผลของการปรับสภาพเบื้องตนตอการหมักเพื่อผลิตไบโอบิวทานอล 











Inoculum Medium Temp. 
(°C) 




- C. beijerinckii YPS 37 90 - 0.35 
 
Guo et al., 
2013 






45 C. acetobutylicum Yeast 
Extract 




Moradi et al., 
2013 
Rice Straw 0.050 
RS/mL 
1%H2SO4 60 Commercial 
enzyme 
60 C. acetobutylicum RCM 37 288 13.5 - Ranjan et al., 
2013 
Corn fiber 5.6% w/v 2%H2SO4 50 Commercial 
enzyme 
- C. beijerinckii YPS 35 90 0.260  0.260 Du et al., 2013 








20 g/L NaOH/H2O2 120 Xylanase 
cellulase 
40 Mixed culture BM, BHM 
and TA 
37 192 2.2-2.9 - Cheng et al., 
2012 
** หมายเหตุ   Conc. = Concentration, C. = Clostridium, YPS= Yeast extract-Peptone-Starch,RCM= Reinforced Clostridia Medium, BA = Basal Medium,  







3.1. สารเคมี วัสดุ อุปกรณ* และเครื่องมือ 
 3.1.1 สารเคมี 
3.1.1.1 Sodium potassium tartrate 
3.1.1.2 Boric acid 
3.1.1.3 Potassium sulfate 
3.1.1.4 Sodium hydroxide 
3.1.1.5 D-Glucose 
3.1.1.6 Sodium thiosulfate pentahydrate 
3.1.1.7 Ammonium acetate 
3.1.1.8 Phenol 
3.1.1.9 Potassium hydrogen phosphate 
3.1.1.10 Magnesium sulfate 
3.1.1.11 3,5-Dinitrosalicylic acid 





 3.1.2 วัสดุ 
3.1.2.1 สาหรายสายพันธุ- Rhizoclonium sp. และสาหรายสายพันธุ-
Ceratophyllum demersum จากบริเวณสวนสมเด็จ 
พระศรีนครินทร- จังหวัดปxตตานี 





3.1.2.3 เอนไซม-เซลลูเลสท่ีมีชื่อทางการคา CELLIC C TEC2 จากบริษัทเบรนน-แท็ก  
อินกรีเดียนส-  
3.1.3 อุปกรณ* 
3.1.3.1 Erlenmeyer flask ขนาด 125 และ 250 mL 
3.1.3.2 Beaker ขนาด 50 และ 100 mL 
3.1.3.3 Cylinder ขนาด 10 และ 100 mL 
3.1.3.4 Volumetric flask ขนาด 10, 50 และ 100 mL 
3.1.3.5 Volumetric pipette ขนาด 1 และ 2 mL 
3.1.3.6 Micropipette ขนาด 100 และ 1000 µL 
3.1.3.7 Crucible 
3.1.3.8 Buchner filter 
3.1.3.9 Test tube 
3.1.3.10 Syringe filter 
3.1.3.11 Cuvette 
3.1.3.12 Serum bottle 
3.1.3.13 Syringe 
3.1.4 เครื่องมือ  
3.1.4.1 UV-Vis Spectrophotometer 
3.1.4.2 Gas Chromatography (GC) 
3.1.4.3 pH meter 
3.1.4.4 Microcentrifuge 
3.1.4.5 Water bath 
3.1.4.6 Incubator 
3.1.4.7 เครื่องยอย (Total Kjeldhl Nitrogen, TKN) 
3.1.4.8 เครื่องกลั่น (Total Kjeldhl Nitrogen, TKN) 
3.1.4.9 เครื่องบด 
3.1.4.10 ตูอบ 







 3.2.1 การเตรียมตัวอยางสาหราย 




3.2.1.3. นําตัวอยางสาหรายมาลางน้ําใหสะอาด ผึ่งแดดใหแหงเป>นเวลา 1-2 วัน อบแหงท่ี
อุณหภูมิ 80°C จนมีน้ําหนักคงท่ี  
 3.2.1.4. นําไปบดดวยเครื่องบด รอนผานตะแกรงรอนมาตรฐาน เก็บตัวอยางท่ีมีขนาด 20-25 
เมซ (0.71–0.85 มิลลิเมตร) เพ่ือนําไปทําการทดลองตอ 
 
 3.2.2 การศึกษาองค*ประกอบทางเคมีบางประการของสาหราย  
การศึกษาองค-ประกอบทางเคมีบางประการของสาหราย เพ่ือเป>นขอมูลเบื้องตนในการ
เลือกใชตัวอยางสาหรายท่ีเป>นซับสเตรททําใหสามารถทํานายการผลิตบิวทานอลจากการใชซับสเตรท
ขางตนไดอยางถูกตองและแมนยํา กอนเขาสูกระบวนการเริ่มตนกลาเชื้อตอไป  
การศึกษาองค-ประกอบทางดานเคมีบางประการของสาหราย ดังตารางท่ี 3.1 
 
ตารางท่ี 3.1 วิธีการศึกษาสมบัติทางดานเคมีของสาหราย 
ปcจจัยทางดานเคมี วิธีวิเคราะห* 
ปริมาณของแข็งท้ังหมด (Total Solid: TS) AOAC Official Method 985.29 (1995)  
ปริมาณของแข็งระเหยได (Volatile Solid : VS) AOAC Official Method 985.29 (1995)  
ปริมาณเถา (Ash content) AOAC Official Method 985.29 (1995)  
ปริมาณไขมัน (Fat) Soxhlet Extraction Method  
ปริมาณแปง (Starch) Nitrogen Free Extract (NFE) 
ปริมาณไนโตรเจน (Total Kjeldhl Nitrogen, TKN) 
ปริมาณคาร-บอน (Carbon content) 
ปริมาณไฮโดรเจน (Hydrogen content) 
ปริมาณซัลเฟอร- (Sulfur content) 
คาความรอนจําเพาะ (Specific heating value) 
ชนิดของน้ําตาลมอนอเมอร- 















การทดลองนั้นจะเริ่มตนจากวิธีท่ีมีความยุงยากและตนทุนนอยไปหามาก ดังนี้ 1. ไมมีการปรับสภาพ 
2. การปรับสภาพโดยใช NaOH 3. การปรับสภาพโดยใช H2SO4 ทําการทดลองท่ีละวิธีเรียงตามลําดับ 
โดยแตละข้ันตอนจะทําการทดลองเริ่มตนจากการปรับสภาพ การไฮโดรไลซิส จนไปถึงการหมัก 
วิธีการปรับสภาพท่ีเหมาะสม จะตัดสินจากประสิทธิภาพของการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-เม่ือ
เปรียบเทียบกับการสารอางอิงคือ อะวิเซล (Avicel) หรือกระดาษกรอง whatman No.1 และ
ประสิทธิภาพการหมักเม่ือเปรียบเทียบกับการใชกลูโคสเป>นสารอางอิง รายละเอียดของการปรับ
สภาพดวย NaOH และ H2SO4 แสดงในหัวขอท่ี 3.2.3.1 
 
 3.2.3.1 การปรับสภาพเบื้องตนดวยโซเดียมไฮดรอกไซด- (NaOH) และซัลฟวริก (H2SO4) 
1) นําตัวอยางสาหรายแหงท่ีบดแลวจากขอ 3.2.1 จํานวน 60 g/L ใสในขวดรูปชมพูขนาด 
250 mL 
2) เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด-หรือซัลฟวริกท่ีความเขมขนตางๆ ไดแก 1 3 5 7 และ 
9 %w/v ปริมาตร 100 mL  
3) ปดฝาขวดแลวนําไปใหความรอนตามอุณหภูมิท่ีกําหนด (95, 121°C) ท่ีเวลา 30 60 นาที 
4) เก็บตัวอยางสารละลายเพ่ือนําไปวิเคราะห-หาปริมาณน้ําตาลท้ังหมด วิธี Phenol-Sulfuric 
Acid ตามวิธีการของ Dobois (1956) และวิเคราะห-ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ- ดวยวิธี DNS ตามวิธีการ
ของ Miller (1959) 
5) เม่ือสิ้นสุดการปรับสภาพนําสารผสมไปกรองเพ่ือแยกกากสาหรายแลวลางตะกอนใหเป>น
กลางและนําไปอบใหแหงแลวชั่งน้ําหนัก ทําการทดลอง 3 ซํ้า 
 
 3.2.4 การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม* 
ในกระบวนการไฮโดรไลซิสใชเอนไซม- เซลลูเลส ท่ีมีชื่อทางการคาคือ CELLIC C TEC2 ใช 
อะวิเซล (Avicel) ในการทดสอบหาปริมาณของซับสเตรทท่ีเปลี่ยนแปลงโดยปฏิกิริยาเฉพาะของ
เอนไซม-จํานวนหนึ่งภายในหนึ่งหนวยเวลา (Enzyme Activity)  
3.2.4.1. นํากากสาหรายท่ีผานการปรับสภาพ 3 กรัม ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 mL 




 3.2.4.2. เติมเอนไซม-เซลลูเลส 2 mL 
 3.2.4.3. เติมสารละลาย Citrate buffer เพ่ือปรับ pH ใหเทากับ 6.3 
 3.2.4.4. นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 40°C ท่ีอัตราการเขยา 160 rpm เป>นเวลา 24 ชั่วโมง  
 3.2.4.5. เก็บตัวอยางของเหลวท่ีเวลา 0 2 4 8 12 และ 24 ชั่วโมง โดยนําไปแชในน้ํารอน
อุณหภูมิ 100°C เป>นเวลา 3 นาที เพ่ือทําลายเอนไซม-  
 3.2.4.6. ปลอยใหเย็นท่ีอุณหภูมิหองกอนนําไปปxนเหวี่ยง  
 3.2.4.7. นําสวนใสท่ีไดวิเคราะห-ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ- ดวยวิธี DNS ตามวิธีการของ Miller 
(1959) และปริมาณน้ําตาลท้ังหมด วิธี Phenol-Sulfuric Acid ตามวิธีการของ Dobois (1956) ทํา
การทดลอง 3 ซํ้า และมีชุดการทดลองควบคุมโดยใช อะวิเซล (Avicel) หรือกระดาษกรองเป>นสาร
อางอิง 
 3.2.4.8. วิเคราะห-ชนิดน้ําตาลในไฮโดรไลเสทดวยเครื่อง HPLC ซ่ึงสภาวะดังแสดงใน
ภาคผนวก ก 
 
 3.2.5 การหมักอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอล (ABE) 
หลังจากการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-แลวจะตามดวยการหมัก ABE โดยจะมีข้ันตอนการ
เตรียมกลาเชื้อกอน ดังนี้ 
 3.2.5.1 การเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียเริ่มตนในการหมัก 
1) นําหัวเชื้อแบคทีเรีย Clostridium beijerinckii TISTR 1461 จากหลอด stock ถายเชื้อ
ลงในขวดรูปชมพูท่ีมีอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ Tryptone - Yeast extract - Acetate (TYA) ปริมาตร 
50 mL ท่ีผานการฆาเชื้อแลวในหมอนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) อุณหภูมิ 121°C เวลา 20 นาที ซ่ึง TYA 
จะประกอบดวย Glucose 20 g/L, Yeast extract 2 g/L, Tryptone 6 g/L, CH3COONH4 
3 g/L, KH2PO4 0.5 g/L, MgSO4.7H2O 0.3 g/L และ FeSO4 · 7H2O 10 mg/L 
2)  นําไปเลี้ยงในสภาวะอุณหภูมิ 37°C ในตูบมเชื้อท่ีปราศจากอากาศเป>นเวลา 48 ชั่วโมง 
 
3.2.5.2 ศึกษาศักยภาพของแบคทีเรียในการผลิตบิวทานอล 
1) เตรียมอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ TYA ท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 20 g/L ปริมาตร 25 
mL ในขวดซีรัมขนาด 120 mL  
2) ปรับคาพีเอชของสารต้ังตนใหไดเทากับ 6.3 โดยใชสารละลาย Citric acid buffer ปดฝา
ขวดซีรัม 
3) เติมเชื้อแบคทีเรียท่ีมีคา OD เทากับ 0.5 ปริมาณ 10% โดยปริมาตรของสารต้ังตน ผาน




4) นําไปหมักเป>นเวลา 4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 37°C  
5) เก็บตัวอยางมาวิเคราะห-ผลเม่ือเวลาผานไป 0 24 48 72 และ 96 ชั่วโมง โดยวัดคา 
พีเอช วิเคราะห-ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด วิธี Phenol-Sulfuric Acid ตามวิธีการของ Dobois (1956) 
และปริมาณบิวทานอล เอทานอล อะซิโตน และกรด (กรดอะซิติกและกรดบิวทิริก) โดยเทคนิคแกส
โครมาโทรกราฟw 
 
 3.2.5.3 การหมัก ABE จากไฮโดรไลเสทสาหราย 
1) นําไฮโดรไลเสทจากข้ันตอนไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-ท่ีเวลา 24 ชั่วโมง ทําใหมีความเขมขน
เริ่มตน 30 g/L ใสลงในขวดซีรัมขนาด 500 mL 
2) ปรับคา pH ของสารต้ังตนใหไดคา pH เทากับ 6.3 ผานแกสไนโตรเจนเป>นเวลา 10 นาที  
3) เติมกลาเชื้อแบคทีเรียปริมาณรอยละ 10 ของปริมาตรท้ังหมด  
4) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37°C ในตูบมท่ีปราศจากอากาศเป>นเวลา 96 ชั่วโมง 
5) เก็บตัวอยางวิเคราะห-ผลท่ีเวลา 0 24 48 72 และ 96 ชั่วโมง โดยวิเคราะห-หาปริมาณ
น้ําตาลท้ังหมด วิธี Phenol-Sulfuric Acid ตามวิธีการของ Dobois (1956) ปริมาณ ABE และกรด 
(กรดอะซิติกและกรดบิวทิริก) โดยเทคนิคแกสโครมาโทกราฟw 




































รูปที่ 3.1 ขั้นตอนการดําเนินการทดลองการผลิตไบโอบิวทานอลจากการหมัก ABE ดวยสาหราย 






ลดขนาด (20-25 เมซ) 
ปรับสภาพเบื้องตน 
ความเขมขนของ H2SO4 (0 – 9 %) 
อุณหภูมิ (95, 121°C) 
เวลา (30, 60 นาที) 
หมัก ABE ดวย C. beijerinckii 













วิเคราะห-คุณสมบัติตาง ๆ ท่ีจะบงชี้ถึงความสามารถในการผลิตพลังงานซ่ึงในท่ีนี้คือ ABE (Acetone 
Butanol Ethanol) ซ่ึงจากการสํารวจในบริเวณแหลงน้ําตาง ๆ ท้ังแหลงน้ําดีและน้ําเสีย ใน
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร- วิทยาเขตปxตตานีและพ้ืนท่ีท่ีใกลเคียง พบวาบริเวณคูน้ํารอบสวนสมเด็จ
พระศรีนครินทร- ท่ีมีความกวางประมาณ 3 เมตร และความยาวประมาณ 3 กิโลเมตร มีสาหราย
ขนาดใหญหลัก ๆ อยู 2 ชนิด คือสาหราย Rhizoclonium sp. และ สาหราย Ceratophyllum 
demersum (สาหรายพุงชะโด) นอกจากนี้ยังพบ Rhizoclonium sp. ในบอเพาะพันธุ-สัตว-น้ําของ
แผนกเทคโนโลยีประมง คณะวิทยาศาสตร-และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร- วิทยาเขต
ปxตตานี โดยสาหราย Rhizoclonium sp. นั้นเป>นสายพันธ-ท่ีมีลักษณะใกลเคียงกับ Chaetomorpha 
sp. ซ่ึงเป>นสาหรายทะเลขนาดใหญท่ีพบมากในบริเวณอาวปxตตานี (Ruangchuay et al., 2007) 
และเป>นสาหรายท่ีไมไดนํามาบริโภค จึงเลือก Rhizoclonium sp. เป>นวัตถุดิบในงานวิจัยนี้ 
Rhizoclonium sp. จัดอยูใน Division Chlorophyta เป>นสาหรายสีเขียวท่ีเก็บเก่ียวงายเพราะเป>น
เสนสายท่ียาว (รูปท่ี 4.1A) และเม่ือสองภายใตกลองจุลทรรศน-จะมีลักษณะเป>นเสนสายท่ีไมแตก
แขนง แตจะมีสวนของเซลล-ท่ีทําหนาท่ีเป>นไรซอยด-แตกแขนงออกจากแกนกลางเพียง 1 หรือ 2-3 
เสน ผนังเซลล-หนา มีคลอโรพลาสเป>นรางแหหรือตาขาย (รูปท่ี 4.2A) มีท้ังแบบท่ีสืบพันธุ-โดยการขาด
ออกเป>นทอนและแบบอาศัยเพศพบท้ังในน้ําจืด น้ํากรอยและน้ําทะเล (ยุวดี, 2549) ในขณะท่ีกลุม 
Ceratophyllum demersum มีความใกลเคียงกับพืชชั้นสูงมาก บางครั้งถูกจัดเป>นวัชพืช มองดู
เหมือนสาหรายหางกระรอก (รูปท่ี 4.1B ) มีสวนท่ีเป>นขอและปลองชัดเจน (รูปท่ี4.2B ) เป>นสาหราย
ท่ีพบในน้ําจืด และบางสวนพบในน้ํากรอยผนังเซลล-ของสาหรายชนิดนี้คลายพืชชั้นสูงคือ เป>นพวก





   
  
 
รูปท่ี 4.1 ลักษณะของสาหราย Rhizoclonium sp.  




รูปท่ี 4.2 ลักษณะของสาหราย Ceratophyllum demersum  
(A) ลักษณะท่ีมองเห็นดวยตาเปลา (B) ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน- 
 
  สมบัติทางเคมีบางประการของสาหรายแสดงดังตารางท่ี 4.1 จะเห็นไดวาหลังจากการนํา
สาหรายท้ัง 2 ชนิด คือ Rhizoclonium sp. และ Ceratophyllum demersum ท่ีผานการตากแหง
ดวยแสงอาทิตย-จนมีน้ําหนักคงท่ี พบวามีปริมาณของแข็งท่ีระเหยงาย 81.29 และ 95.26% 
ตามลําดับ ปริมาณของแข็งระเหยงายเป>นคาท่ีแสดงถึงปริมาณสารอินทรีย-ท่ีสลายไดท่ีอุณหภูมิตํ่ากวา 
550oC และมีปริมาณเถา ซ่ึงเป>นปริมาณโดยประมาณของสวนประกอบท่ีเป>นสารอินทรีย-สําหรับ
สาหราย Rhizoclonium sp. และ Ceratophyllum demersum 17.78 และ 16.29% ตามลําดับ 
ซ่ึงเป>นปริมาณท่ีบงชี้วาวัตถุดิบท่ีเลือกมานี้อาจมีแรธาติท่ีจําเป>นและชวยใหจุลินทรีย-ในกระบวนการ
หมักเจริญเติบโตไดดี ข้ึน ปริมาณลิกนินท่ีพบใน Ceratophyllum demersum  สูงกวา 






ยากกวากรณีของ Rhizoclonium sp. ได นอกจากนี้ยังพบวาตัวอยางสาหราย Rhizoclonium sp. มี
ปริมาณคาร-โบไฮเดรต 65.88% ปริมาณคาร-บอน 23.40% ไฮโดรเจน 3.04% และปริมาณไขมัน 
เทากับ 4.38% ซ่ึงมีปริมาณใกลเคียงกันกับงานวิจัยของ Ehimen et al., (2013) ซ่ึงรายงานวา 
สาหราย Rhizoclonium sp. มีองค-ประกอบของของแข็งระเหยได 64-67% คาร-บอน 23-24% 
ไฮโดรเจน 2.46–2.70% กํามะถัน 1% ซ่ึงองค-ประกอบของ Rhizoclonium sp. ท่ีวิเคราะห-ไดจาก
งานวิจัยนี้แตกตางกับงานวิจัยท่ีมีการรายงานกอนหนานี้ เนื่องจากองค-ประกอบทางเคมีของสาหราย
แปรปริมาณไปตามสภาพภูมิประเทศ สภาพแวดลอม สภาพอากาศและคุณภาพแหลงน้ําท่ีสาหราย
เจริญเติบโตนั่นเอง ในสวนของความรอนจําเพาะของสาหราย Ceratophyllum demersum มีคา 
12245 J/g ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณของแข็งระเหยงายของ Ceratophyllum demersum ท่ีสูงกวา
นั่นเอง 
 ดังนั้นจากผลการวิเคราะห-คุณสมบัติของสาหรายเบื้องตนแสดงใหเห็นวา สาหรายนาจะมี
ศักยภาพในการนํามาหมักเพ่ือผลิต อะซิโตน บิวทานอล และเอทานอลได เนื่องจากมีคาร-โบไฮเดรต
มากกวา 50% และเป>นสาหรายท่ีสามารถพบไดท่ัวไป เก็บเก่ียวงาย ไมไดเป>นอาหารของมนุษย- และมี
รายงานวาสามารถเพาะเลี้ยงสาหรายท้ังสองชนิดนี้ได (Chao et al., 2005) 
 
ตารางท่ี 4.1 สมบัติทางเคมีบางประการของสาหราย Rhizoclonium sp. และ Ceratophyllum 
demersum จากบริเวณสวนสมเด็จพระศรีนครินทร- จ.ปxตตานี 
Components 
Composition (%Total Solid ) 
Rhizoclonium sp. Ceratophyllum demersum 
Volatile Solid Content  
Protein 
Fat content 
81.29 ± 1.12 
10.19 ± 0.30 
4.38 ± 0.25 
95.26 ± 0.20 
12.29 ± 0.20 
3.71 ± 0.21 






0.84 ± 0.03 
65.88 ± 0.00 
17.78 ± 2.01 
23.40 ± 0.46 
3.04 ± 0.05 
1.16 ± 0.03 
9.27 ± 0.21 
58.44 
16.29 ± 0.14 
32.32 ± 0.16 
4.48 ± 0.001 
0.29 ± 0.01 
C/N ratio (g/g) 11.82 ± 0.23 17.01 ± 0.08 
Specific heating value (J/g) 10355 12245 





ข้ันตอนการปรับสภาพเบื้องตน (pretreatment) เพ่ือใหโครงสรางของเซลลูโลสหรือ 




กายภาพ เชนการตัด การค้ัน การรีดและทางเคมีรวมกับความรอน ซ่ึงในการทดลองครั้งนี้ไดศึกษาท้ัง
การใชสาหรายสดและสาหรายแหงท่ีไมมีการปรับสภาพและผานการปรับสภาพเบื้องตนดวยสารเคมี 
คือกรดซัลฟวริก (0-9% v/v) และโซเดียมไฮดรอกไซด- ท่ีความเขมขน 3% v/v รวมกับการใหความ
รอนท่ีอุณหภูมิ (95 และ 121oC) โดยใชสาหรายเริ่มตน 60 g/L ใหความรอนเป>นเวลา 60 นาที  
ประสิทธิภาพของการปรับสภาพเบื้องตนของสาหราย แสดงได 2 คา คือ รอยละของแข็ง
สาหรายท่ียังเหลือหลังการปรับสภาพ (%Solid recovery) และประสิทธิภาพของการไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซม-ของสาหรายท่ีปรับสภาพแลว วิธีการปรับสภาพสาหรายท่ีมีประสิทธิภาพตามคาดหวังคือ วิธีท่ี
ได solid recovery สูง และไดไฮโดรไลเสทหลังการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-ท่ีมีความเขมขนของ
น้ําตาลรีดิวซ-และน้ําตาลท้ังหมดสูง 
 
 4.2.1 ผลการปรับสภาพเบ้ืองตนของสาหรายตางชนิดกัน 
 รูปท่ี 4.3 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีไดจากกระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-ของ
สาหรายท่ีผานการปรับสภาพท่ีอุณหภูมิ 95oC จากการทดลองพบวา เม่ือใชกระดาษกรองซ่ึงเป>นผลึก
เซลลูโลสเป>นซับสเตรทพบวา ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีเกิดข้ึนคือ 0.763 g glucose released/g 
substrate ในขณะท่ีใช Avicel เป>นสารมาตรฐานเซลลูโลส พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีเกิดข้ึนคือ 




ถึง 96.4% ในสภาวะดําเนินการท่ีใช ในเบื้องตน งานวิจัยนี้ศึกษาประสิทธิภาพการไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซม-ของสาหรายท่ีปรับสภาพโดยการลดขนาดดวยเครื่องบดชนิดใบมีดและใหความรอนเพ่ือกําจัด
ความชื้น ซ่ึงพบวาประสิทธิภาพการไฮโดรไลซิสท่ีไดมีคาตํ่า (นอยกวา 8.3%) จึงสรุปไดวาจําเป>นตอง
มีการปรับสภาพเบื้องตนดวยความรอนและสารเคมีเพ่ิมเติม แตอยางไรก็ตาม การปรับสภาพเบื้องตน
ดวย 3%NaOH ท่ีอุณหภูมิ 95oC ก็ไมไดชวยใหการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-ดีข้ึน เพราะสาหรายมี






ผนังเซลล-ของสาหรายสีเขียว ซ่ึงมีองค-ประกอบเป>น Ulvan ซ่ึงเป>นสารประกอบประเภท sulfated 




สารละลาย NaOH ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-สูงสุดของสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีผานกระบวนการ
ปรับสภาพเบื้องตนดวย 3%H2SO4 และ 3%NaOH คือ 0.537 g glucose released/g substrate 
และ 0.082 g glucose released/g substrate ตามลําดับ ซ่ึงคิดเป>น 14.81 g/L และ 2.56 g/L 
ตามลําดับ และในขณะท่ีของสาหราย Ceratophyllum demersum ท่ีผานการปรับสภาพเบื้องตน
ดวย 3%H2SO4 และ 3%NaOH ได 0.152 และ 0.165 g glucose released/g substrate หรือ 
5.08 และ 4.04 g/L ตามลําดับ จะเห็นไดวา การปรับสภาพดวย 3%H2SO4 เหมาะสมกับการนําไปใช
กับสาหราย Rhizoclonium sp. มากกวา Ceratophyllum dermersum อธิบายไดวาผนังเซลล-ของ 
Rhizoclonium sp. ถูกการแทรกซึมดวยกรดไดงายกวา เนื่องจากมีปริมาณลิกนินนอยกวา 
Ceratophyllum dermersum สอดคลองกับผลการทดลองในการปรับสภาพเบื้องตนของสาหราย 
Ceratophyllum demersum ดวย 3%NaOH ท่ีไดผลผลิตน้ําตาลสูงกวาการปรับสภาพดวย  
3%H2SO4  Ceratophyllum dermersum มีคาพลังงานความรอนจําเพาะสูงกวา Rhizoclonium sp. 
ซ่ึงหมายถึงมีคาความเป>นเชื้อเพลิงมากกวา อยางไรก็ตามในกรณีท่ีเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีเป>น
พลังงานบิวทานอลนั้นแซคคาไรด-เป>นซับสเตรทหลักสอดคลองกับปริมาณของคาร-โบไฮเดรตของ 
Rhizoclonium sp. สูงกวา Ceratophyllum dermersum ทําใหผลไดน้ําตาลท่ีไดสูงกวาดวย 
อยางไรก็ตามสามารถเ พ่ิมความเขมขนของสารเคมีหรือ เ พ่ิมเวลาในการปรับสภาพของ 
Ceratophyllum dermersum มากข้ึนเพ่ือเพ่ิมการดึงน้ําตาลออกมา แตก็เป>นการเพ่ิมคาใชจาย 












รูปท่ี 4.3 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีวัดในไฮโดรไลเสทสาหรายท่ีผานการปรับสภาพดวยสารเคมี 
ท่ีแตกตางกันท่ีอุณหภูมิ 95oC เป>นเวลา 60 นาที 
 
 4.2.2 ผลของชนิดสารเคมีในการปรับสภาพเบ้ืองตนของสาหราย Rhizoclonium sp. 
 เนื่องจากผลไดของน้ําตาลในไฮโดรไลเสทท่ีไดในหัวขอ 4.2.1 ยังมีคาไมสูงมากนักในหัวขอนี้ 
จึงปรับสภาพเบื้องตนดวยการเพ่ิมอุณหภูมิเป>น 121oC และเพ่ิมข้ันตอนการแชสาหราย 
Rhizoclonium sp. ในสารละลาย 3%H2SO4 หรือ 3%NaOH เป>นเวลา 24 ชั่วโมง การใหความรอน
ตอ 1 ชั่วโมง แสดงในรูปท่ี 4.4 พบวาในการปรับสภาพเบื้องตนโดยใช 3%NaOH และน้ํากลั่น น้ําตาล
รีดิวซ-ท่ีไดไมแตกตางกันคือ 0.093 และ 0.076 g glucose released/g substrate ตามลําดับ 
เนื่องจากในการปรับสภาพเบื้องตนดวย 3%NaOH เพียงเขาไปสลายความเป>นผลึกใหลดลงและผนัง
เซลล-ของสาหรายเกิดความเป>นรูพรุนเล็กนอยจึงทําใหเกิดการไฮโดรไลซ-ไดนอยและปริมาณน้ําตาล
รีดิวซ-ของสาหรายท่ีผานการปรับสภาพเบื้องตนดวย 3%H2SO4 คือ 0.551 g glucose released/g 
substrate นอกจากนี้จะเห็นไดวาเม่ือเพ่ิมความรอนท่ีสูงข้ึน 121oC ผลของน้ําตาลท่ีเกิดข้ึนเป>น 
86.93% เม่ือเทียบกับความรอนท่ี 95oC เนื่องจากอุณหภูมิท่ีเพ่ิมข้ึนก็จะเพ่ิมอัตราการละลายหรือ
สลายพันธะขององค-ประกอบในผนังเซลล-ยังเพ่ิมการกําจัดจํานวนชนิดของสารประกอบท่ีทําหนาท่ียึด
















































Non-Pretreated Wet Rhizoclonium sp. Non-Pretreated Dry Rhizoclonium sp.
Pretreated Rhizoclonium sp. with 3%NaOH Pretreated Rhizoclonium sp. with 3%H2SO4




การปรับสภาพเบื้องตนท่ีซ่ึงเม่ือใชอุณหภูมิสูงข้ึน %Solid recovery จะลดลง ดังแสดงตารางท่ี 4.2 
จึงทําใหเม่ือคํานวณผลไดของน้ําตาลตอมวลสาหรายแหงของการใชการปรับสภาพท่ีอุณหภูมิ 95oC 





รูปท่ี 4.4 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีวัดในไฮโดรไลเสทสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีผานการปรับสภาพ
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ตารางที่ 4.2 ปริมาณน้ําตาลที่ไดหลังจากไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-ของสาหราย Rhizoclonium sp. ที่ผานการปรับสภาพเบื้องตนที่สภาวะตางๆ 
 
Pretreatment Conditions 
Solid recovery in 
pretreatment (%) 
Hydrolysis yield  
(g glucose/g pretreated algae)  
Sugar yield 




Time (min) Reducing sugar Total sugar Reducing sugar Total sugar 
1 0.25% H2SO4 121 60 89.37 0.072 0.151 0.064 0.135 
2 0.50% H2SO4 121 60 88.79 0.086 0.181 0.076 0.161 
3 1% H2SO4 121 60 87.83 0.397 0.671 0.349 0.589 




























5 5% H2SO4  121 60 27.54 0.507 0.857 0.140 0.236 
6 7% H2SO4 121 60 20.78 0.520 0.832 0.108 0.173 
7 9% H2SO4 121 60 20.23 0.420 0.710 0.085 0.144 
8 

















 4.2.3 ผลของความเขมขนสารเคมีในการปรับสภาพเบ้ืองตนของสาหราย 
Rhizoclonium sp.  
 รูปท่ี 4.5 แสดงผลของความเขมขนของ H2SO4 ต้ังแต 1-9% ท่ีใชในการปรับสภาพสาหราย
กอนการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-พบวา ในการปรับสภาพเบื้องตนท่ีความเขมขนของ H2SO4 ท่ีเพ่ิมข้ึน 
ผลของน้ําตาลรีดิวซ-มีแนวโนมดีข้ึน รอยละผลไดสูงข้ึนและอัตราการไฮโดรไลซิสก็สูงข้ึนอีกดวย 
เนื่องจากท่ีความเขมขนสูงทําใหโครงสรางของเซลลูโลสหรือพอลิแซคคาร-ไรด-ลดความเป>นผลึกไดมาก
ข้ึนทําใหเอนไซม-ไฮโดรไลซ-ไดงายข้ึนแตเม่ือปรับสภาพเบื้องตนดวยความเขมขนของ H2SO4 ท่ีสูงกวา 
7%v/v พบวาปริมาณน้ําตาลท่ีไดลดตํ่าลง เนื่องจากหลงเหลือสารประกอบท่ีไฮโดรไลซ-ไดยากและการ
ปรับสภาพหรือการไฮโดรไลซ-สาหรายดวยกรดท่ีมีความเขมขนสูงรวมกับความรอนนั้นเกิดการ
สลายตัวของน้ําตาลและทําใหผลไดลดลง ซ่ึงจากการทดลองพบวาท่ีความเขมขน 1% H2SO4 เทากับ 
0.397 g glucose released/g substrate และท่ีความเขมขนของ H2SO4 ท่ี 5% และ 7% เม่ือเวลา
ผานไป 24 ชั่วโมง พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีไดเทากัน แตท่ี 3%H2SO4 ไดนอยกวา และเม่ือเวลา
ผานไป 48 ชั่วโมงของการไฮโดรไลซิส พบวาท่ีความเขมขน 3% 5% และ 7% ผลของน้ําตาลรีดิวซ-ท่ี
ไดเทากับ 0.540, 0.507 และ 0.520 g glucose released/g substrate ตามลําดับ อยางไรก็ตาม
ถึงแมการเพ่ิมความเขมขนของ H2SO4 จะทําใหสามารถปลดปลอยน้ําตาลในข้ันตอนการไฮโดรไลซิส
ไดดีข้ึน แตมวลของสาหรายในระหวางการปรับสภาพลดลงและจากการคํานวณคาผลไดของน้ําตาล
ตอสาหรายเริ่มตน พบวา การใช 1%H2SO4 ในการปรับสภาพเบื้องตนสูงสุด ซ่ึงจะเห็นไดวาผลของ











รูปท่ี 4.5 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีวัดในไฮโดรไลเสทสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีผานการปรับสภาพ
ท่ีความเขมขนของสารละลายกรด H2SO4 ท่ีแตกตางกันท่ีอุณหภูมิ 121
oC เป>นเวลา 60 นาที 
 
 4.2.4 ผลการปรับสภาพเบ้ืองตนของสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีอุณหภูมิและเวลาท่ี
แตกตางกัน  
  รูปท่ี 4.6 แสดงปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีวัดในไฮโดรไลเสทสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีผาน
การปรับสภาพท่ีอุณหภูมิและเวลาท่ีแตกตางกัน ผลการไฮโดรไลซิสของสาหรายท่ีผานการปรับสภาพ
ดวยอุณหภูมิ 121oC สูงกวา การปรับสภาพท่ีอุณหภูมิ 95oC ไมวาจะใชเวลาในการปรับสภาพ 30 
หรือ 60 นาที และเชนกันการเพ่ิมเวลาท่ีใชในการปรับสภาพจะทําใหสามารถผลิตน้ําตาลไดมากข้ึน 
และการใชการปรับสภาพท่ี 95oC เป>นเวลา 60 นาที ไดประสิทธิภาพการไฮโดรไลซิสใกลเคียงกับการ
ปรับสภาพท่ี 121oC เป>นเวลา 30 และ 60 นาที อยางไรก็ตาม เม่ือพิจารณาผล Solid recovery รวม
ดวยทําใหไดน้ําตาลตอน้ําหนักสาหราย Rhizoclonium sp. เริ่มตน จากการปรับสภาพเบื้องตนดวย 
3%H2SO4 ท่ีเวลา 60 นาที มีคาสูงสุด เทากับ 0.537 g glucose released/g substrate หรือคิดเป>น 





















































น้ําตาลชนิดท่ีมีโมเลกุลยากกวามอนอแซคคาร-ไรด-หรือน้ําตาลชนิดอ่ืน เชน แมนนิทอล ไซลิทอล และ
อนุพันธ-ของน้ําตาลท้ังสอง (Chao et al., 1999) ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Chao et al., 1999 ท่ี
มีการวิเคราะห-องค-ประกอบของสาหราย Rhizoclonium sp. พบวามีปริมาณน้ําตาลกลูโคส ไซโลส 
และ แมนโนส ดวยเชนกันและอาจมีน้ําตาลอ่ืน ๆ เป>นองค-ประกอบบางเล็กนอย  
 จากการวิเคราะห-มอนอเมอร-ของแซคคาร-ไรด-ในไฮโดรไลเสทดวย HPLC โดยใชสารมาตรฐานน้ําตาล
บางชนิด ไดแก กลูโคส ไซโลส และแมนโนส พบวามีกลูโคสในปริมาณท่ีมากท่ีสุดตามดวยไซโลสและ




















































95  oC,60 min
121  oC,30 min




















ั  ี้ > ึ ิ ิ ชสารละลาย 3%H2SO4
เป>นเวลา 60 นาที และแยกกากของแข็งสาหรายออก ซ่ึงในการทด
ี้ ั  ี ั้ ี่ ิ ลการทด
ี่ ิ ึ้ ชสารละลาย 3%H2SO4 โดยท่ีรอบท่ี 2 ลด
ื่ ํ ละลายมาใชในครั้งแรกประสิทธิภาพของการเขาถึงผนังเซ
   ี  ละลายท่ีนํามาซํ้าทําใหเกิดความเป>นรูพรุนมากจึงทําให
- ิ  ลายไดดีดวย สําหรับการใชสารละลายจากการปรับสภาพดวยซํ้าเป>นท่ี
 ี ิ ิ ั้ ลซิสไมแตกตางจากการใชซํ้ารอบท่ี 
ิ ็  ี่ ลือหลังการปรับสภาพเบื้องตนของการใชซํ้าในแต
ั ื่ ั ั้ ี่ 1 เกิดการละลายของน้ําตาลชนิดตาง ๆ 
w ลิกเกิดข้ึนอาจไปเคลือบผนังเซลล-
ั ํ H2SO4 ท่ีไมสามารถไปดึงไฮดรอกไซด-ได จึงไมมีการนํามาซํ้าอีก
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รูปท่ี 4.8 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีวัดในไฮโดรไลเสทสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีผานการปรับสภาพ
ดวยสารละลาย 3%H2SO4 ท่ีนํากลับมาใชใหม 
 
 4.2.6 สัณฐานวิทยาของสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีปรับและไมผานการปรับสภาพ 
 จากตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหราย โดยใชกลองจุลทรรศน-อิเล็กตรอนแบบสอง
กราด (Scanning Electron Microscopy, SEM) ภาพสัณฐานวิทยาลักษณะพ้ืนผิวของสาหรายท้ัง





ละเอียดและเรียงตัวกันแนน แสดงดังภาพท่ี 4.9 (A) และ 4.10 (A) ตามลําดับ เม่ือปรับสภาพเบื้องตน



















































อุณหภูมิท่ีใชมากข้ึนในการปรับสภาพ เม่ือทําการปรับสภาพดวย 3%H2SO4 และ 3%NaOH ดังแสดง





พรุนและพ้ืนท่ีผิวภายนอกมากกวาสาหรายท่ีผานการปรับสภาพเบื้องตนดวย 3%NaOH อีกดวย ซ่ึง

















3%NaOH at 95oC 
 
3%NaOH at 121oC 
 












 4.3.1 การเตรียมกลาเช้ือเริ่มตนในการหมัก 
 กอนเขาสูกระบวนการหมักจะตองมีการเตรียมกลาเชื้อเริ่มตน โดยการถายเชื้อแบคทีเรีย 
Clostridium beijerinckii TISTR 1461 จากหลอด stock ลงในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ TYA ท่ีผาน
การฆาเชื้อแลวซ่ึงจะมีลักษณะเป>นสีน้ําตาลใส จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37oC เป>นเวลา 48 ชั่วโมง 
 การถายเชื้อจาก stock ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TYA และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37oC เป>นเวลา 
24 ชั่วโมง แลวนําไปลงในอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ บมเป>นเวลา 24 ชั่วโมง จะเห็นเป>นโคโลนีของเชื้อ
เกิดข้ึน หลังจากนั้นนําเชื้อท่ีบมไปถายลงในอาหารเหลว เพ่ือใชในกระบวนการหมักตอไป เม่ือถายเชื้อ
จากอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อลงในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อจะมีลักษณะสีน้ําตาลใส เม่ือ
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37oC เป>นเวลา 48 ชั่วโมง อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อจะมีลักษณะสีขุนข้ึน เนื่องจาก
เกิดการเจริญเติบโตของเชื้อ 
  
 4.3.2 การหมัก ABE จากกลูโคส  
 โดยท่ัวไปกระบวนการผลิต ABEจากแบคทีเรียตระกูล Clostridium ประกอบดวย 2 ข้ันตอน
คือ ข้ันแรกเป>นการผลิตกรด (Acidogenesis) และข้ันตอนท่ีสองเป>นการผลิตตัวทําละลาย 
(Solventogenesis) ในชวงแรกแบคทีเรียจะใชน้ําตาลในการสรางเซลล-แลวผลิตเมทาบอไลต-ท่ีเป>น
ของเหลวออกมาคือกรดบิวทิริก กรดอะซิติก เอทานอลจึงทําใหน้ําหมักมีคา pH ลดลง ซ่ึงในข้ันตอนนี้
แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตในระยะแบงตัวทวีคูณ (Log phase) จากนั้นในข้ันตอนท่ีสองเป>นการ
เปลี่ยนเปลี่ยนกรดบิวทิริกและกรดอะซิติกเป>นบิวทานอลและอะซิโตนเพ่ือลดความเป>นพิษของกรด
บิวทิริกและกรดอะซิติกตอเซลล-ของแบคทีเรียเอง ชวงนี้น้ําหมักจะมีคา pH ลดลงเล็กนอย ซ่ึงใน
ข้ันตอนนี้แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตในระยะคงจํานวนเซลล- (Stationary phase) กลไกการเกิด ABE 
แสดงดังรูปท่ี 4.11 
 ผลการผลิต ABE โดยใชกลูโคสท่ีความเขมขนเริ่มตนเทากับ 33 g/L แสดงดังรูปท่ี 4.12
เนื่องจากกลูโคสเป>นน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีแบคทีเรียนําไปใชไดงายท่ีสุด จึงทําใหกลูโคสลดลง 70% ภายใน
วันแรกของการหมักและตรวจพบ กรดบิวทิริก กรดอะซิติกและเอทานอลท่ีความเขมขน 1.2-1.8 g/L 
การผลิตสารประกอบท้ังสามตัวจากกลูโคสในข้ัน Acedogenesis แสดงดังสมการ (1)-(3) (Batstone, 







C6H12O6  C3H7COOH + 2CO2 + 2H2        ∆G
0
 = -264.0 kJ/mol  (1) 
C6H12O6 + 2H2O    2CH3COOH + 2CO2 + 4H2 ∆G
0
 = -251.7 kJ/mol  (2) 
C6H12O6       2CH3CH2OH + 2CO2  ∆G
0




รูปท่ี 4.11 การผลิตบิวทานอลจากน้ําตาลกลูโคสท่ีใชเป>นซับสเตรท 
 
 นอกจากนี้ในวันแรกของการหมักยังตรวจพบบิวทานอลและอะซิโตนในน้ําหมักปริมาณ
เล็กนอย (0.2-0.4 g/L) หลังจากนั้นในวันท่ี 2 ตรวจพบวามีกรดอะซิติกเพ่ิมข้ึนเป>น 8 g/L เอทานอล
เพ่ิมข้ึนเป>น 2.2 g/L ในขณะท่ีความเขมขนของบิวทานอลและอะซิโตนยังคงท่ี ท้ังนี้เนื่องจากในน้ํา
หมักมีกรดบิวทิริกความเขมขนสูง ซ่ึงกรดบิวทิริกสามารถแพรเขาไซโทพลาสซึม ซ่ึง pH ใน 
ไซโทพลาสซึมจะมีคาสูงกวาสิ่งแวดลอมภายนอกเซลล- 1-2 หนวย ทําใหเกิดการแตกตัวเป>นโปรตอน
และบิวทิเรตและถูกกักไวในเซลล-ทําให pH ในเซลล-ลดลง เป>นผลใหการทํางานของเอนไซม-ลดลง 
นอกจากนี้การเคลื่อนท่ีของโปรตอนเขาในไซโทพลาสซึมทําใหเกิดศักย-เยื่อหุมเซลล- membrane 
potential ถูกกระตุน (Richter et al., 2011) ดังนั้นกรดบิวทิริกจึงเป>นสารตัวหลักท่ีมีความเป>นพิษ
ตอเซลล-เพราะกรดอะซิติกมีความเป>น Hydrophobic นอยกวา อยางไรก็ตามความเขมขนของกรด
บิวทิริกในน้ําหมักก็เป>นตัวกระตุนใหเกิดบิวทานอลมากวาความเขมขนของบิวทิเรตหรือกรดอะซิติก 




































































เปลี่ยนใหเป>นกรดอะซิติกซ่ึงมีความเป>นพิษตอเซลล-นอยกวา ทําใหหลังจากวันท่ี 5 เซลล-สามารถ
ปรับตัวและใชน้ําตาลตอความเขมขนของกรดบิวทิริกและกรดอะซิติก เอทานอล บิวทานอลและ 
อะซิโตนเพ่ิมข้ึน อยางไรก็ตามความเขมขนของบิวทานอลท่ีเพ่ิมข้ึนนี้เพ่ิมข้ึนเพียงเล็กนอยคือ 0.2 g/L 






รูปท่ี 4.12 กลไกการผลิต ABE 
 
 4.3.3 การหมักABE โดยใชไฮโดรไลเสทของสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีผานการปรับ
สภาพเบ้ืองตนท่ี 95oC ท่ีเวลา 60 นาที 
  
 ในหัวขอนี้ หมัก ABE โดยใชน้ําตาลท่ีความเขมขนเริ่มตน 17 g/L ซ่ึงประกอบไปดวยน้ําตาล
กลูโคสท่ีใสเพ่ิม 7 g/L ไฮโดรไลเสทสาหราย 10 g/L (ท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซ-เทากับ 5 g/L) 
ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.13 ท้ังข้ันตอน Acedogenesis และ Solventogenesis เกิดข้ึนภายใน




หมัก ซ่ึงน้ําตาลท่ีลดลงใน 2 วันแรกเป>นน้ําตาลรีดิวซ-จากไฮโดรไลเสทของสาหรายและกลูโคสท่ีเติม
เพ่ิมในตอนตนของการหมัก หลังจากวันท่ี 2 ของการหมักเป>นการถูกใชของน้ําตาลนอนรีดิวซ-ท่ี
ปอนเขาในตอนตน เนื่องจาก Clostridium beijerinckii เป>นแบคทีเรียท่ีสามารถหลั่งเอนไซม-เพ่ือ
ไฮโดรไลซิส และในน้ําหมักก็ยังมีเอนไซม- CELLIC TEC 2 จากข้ันตอนไฮโดรไลซิสกอนหนา รวมถึง
Clostridium beijerinckii เป>นแบคทีเรียท่ีสามารถใชแหลงของคาร-บอนไดหลายชนิดเชน กลูโคส 
(Glucose) ซูโครส (Sucrose) แลคโทส (Lactose) ไซโลส (Xylose) ไซเลน (Xylan) แปงและ 




สูงสุด เทากับ 4.84 g/L หรือ 0.28 g butanol/g sugar และไดผล ABE รวมเทากับ 0.54 g 
butanol/g sugar ซ่ึงสัมพันธ-กับปริมาณบิวทานอลท่ีได 0.17 g butanol/g algae และเทากับ 0.33 
g ABE / g algae  
 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาในการกระบวนการหมัก ABE จากไฮโดรไลเสทของสาหราย
นั้นข้ันตอน Solventogenesis เกิดไดดีกวาการหมักท่ีความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 33 g/L 
อยางไรก็ตามยังมีปริมาณกรดท่ีเหลืออยูดวยคือ กรดบิวทิริกและกรดอะซิติก คือ 1 และ 2.5 กรัมตอ
ลิ ต ร  ต ามลํ า ดั บ  นอกจากนั้ น ยั ง มีผลิ ตภัณฑ-พลอยได อี กด ว ย คือ  แก ส ไ ฮ โ ดร เ จนและ 
แกสคาร-บอนไดออกไซด- (Lu¨tke-Eversloh and Bahl, 2011) ในระหวางเกิดเมแทบอลิซึมของ
แบคทีเรียเพ่ือเปลี่ยนเป>นกรดไพรูวิก โดยน้ําตาล 1 โมเลกุล จะสามารถเปลี่ยนเป>นกรดไฟรูวิกได 2 
โมเลกุล พรอมกับมีการปลดปลอยพลังงาน ATP 2 โมเลกุล และ NADH H จํานวน 2 โมเลกุลดวย 
นอกจากนี้ Acetoacetyl-CoA ยังใชเพ่ือสราง Acetate ดวย ซ่ึงตอมา Acetate จะถูกเปลี่ยนเป>น 
อะซิโตนและคาร-บอนไดออกไซด- ท้ังนี้กลไกการผลิตอะซิโตนน้ันเพ่ือปองกันการผลิตกรดบิวทิริกใน
ปริมาณท่ีเป>นพิษและชวยกําจัด 2 ปฏิกิริยาท่ีสราง NAD  ดวย จากท่ีกลาวมาขางตนใชอธิบายเหตุผล
ท่ีเกิดการผลิตอะซิโตนในสัดสวนตอการเกิดบิวทานอลตํ่า จึงทําใหยังเหลืออะซิติกอยูในน้ําหมักใน
สัดสวนท่ีสูงเม่ือเทียบกับกรดบิวทิริก นอกจากนี้เนื่องจากในการหมักของการวิจัยนี้ดําเนินในขวดซีรัม
ท่ีปดฝา มีการปลอยแกสออกมาวันละ 1 ครั้ง จึงทําใหมีการสะสมของแกสแกสไฮโดรเจนและแกส






รูปท่ี 4.13 การผลิตบิวทานอลจากไฮโดรไลเสทสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีผาน 
การปรับสภาพท่ี 95oC เวลา 60 นาที 
 
 4.3.4 ผลไดของ ABE เม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืน 
 ตารางท่ี 4.3 แสดงผลของการปรับสภาพเบื้องตนดวย H2SO4 ตอการหมักเพ่ือผลิต 




ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม-ของสาหราย Rhizoclonium sp. ท่ีดําเนินการในงานวิจัยนี้ สามารถผลิต
























































































Corn fiber 3.6% 50 C. beijerinckii 37 90 - 0.35 Guo  
et al., 2013 
Corn fiber 2% 50 C. beijerinckii 35 90 0.260  0.260 Du 
et al., 2013 
Algae 5.3% 90 C.saccharoperbutyl-
acetonicum 
35 120 0.244 g/L 0.201 Ellis 
et al., 2012 
Algae 3% 95 C. beijerinckii 37 72 0.170 0.330 This study 
 
**หมายเหตุ Conc. = Concentration, C. = Clostridium 
  
 




บริเวณ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร- วิทยาเขตปxตตานี คือสาหราย Rhizoclonium sp. และ 
Ceratophyllum dermersum (สาหรายพุงชะโด) พบวา Rhizoclonium sp. ซ่ึงความแข็งแรงของ
โครงสรางผนังเซลล-หรือมีปริมาณลิกนินนอยกวาจะถูกปรับสภาพเบื้องตนเพ่ือใหไดไฮโดรไลเสทท่ีมี
ความเขมขนของน้ําตาลสูงไดดีกวา Ceratophyllum dermersum 
 จากการศึกษาผลของสารเคมีในการปรับสภาพเบื้องตนของสาหรายดวยสาร 3 ชนิด คือ
สารละลายกรด H2SO4 สารละลาย NaOH ท่ีความเขมขนรอยละ 3 และน้ํากลั่น ใหความรอนท่ี
อุณหภูมิ 121oC เป>นเวลา 60 นาที พบวาเม่ือนําสาหรายท่ีผานการปรับสภาพเบื้องตนดวย 3% 
H2SO4 ไปไฮโดรไลซิสตอดวยเอนไซม-พบวาสามารถปลดปลอยน้ําตาลรีดิวซ-สูงสุดคือ 0.551 g 
glucose released/g pretreated algae และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของกรด H2SO4 รอยละ 1-9 
โดยปริมาตร พบวาการเพ่ิมความเขมขนของ H2SO4 ชวยใหสามารถปลดปลอยน้ําตาลในข้ันตอนการ
ไฮโดรไลซิสไดดีข้ึน แตการกูคืนของของแข็งสาหรายระหวางกระบวนการปรับสภาพเบื้องตนลดลงเม่ือ
ความเขมขนของ H2SO4 เพ่ิมข้ึน ผลไดของน้ําตาลสูงสุดไดจากการใชกรดซัลฟวริกท่ีความเขมขน  
3% H2SO4 คือ 0.908 g sugar/g pretreated algae นอกจากนี้ยังไดศึกษาผลของการปรับสภาพ
เบื้องตนท่ีอุณหภูมิและเวลาท่ีแตกตางกัน ผลการไฮโดรไลซิสของสาหรายท่ีผานการปรับสภาพท่ี 
95oC เป>นเวลา 60 นาที ไดประสิทธิภาพการไฮโดรไลซิสใกลเคียงกับการปรับสภาพท่ี 121oC เป>นเวลา 
30 และ 60 นาที ซ่ึงมีคาสูงสุด เทากับ 0.537 g sugar/g algae หรือคิดเป>น 80.12% ของปริมาณ
คาร-โบไฮเดรตของสาหราย Rhizoclonium sp. จากนั้นในข้ันตอนสุดทายคือการนําเอนไซม-ไฮโดรไล
เสทท่ีไดจากสาหรายท่ีผานการปรับสภาพท่ี 95oC เป>นเวลา 60 นาทีไปหมักโดยใชแบคทีเรีย 
Clostridium beijerinkii TISTR 1461 ดวยการหมักแบบใชเอนไซม-ไฮโดรไลซิสแลวตามดวยการหมัก 
พบวาน้ําตาลในไฮโดรไลเสทนี้สามารถถูกใชโดยแบคทีเรียไดมากถึง 94% ไดผลผลิตบิวทานอลเทากับ 







1. นอกจากสาหราย Rhizoclonium sp. แลวสาหรายหรือพืชน้ําอ่ืน ๆ เชน Chaetomorpha 
sp. ซ่ึงเป>นสาหรายทะเลขนาดใหญท่ีพบมากในบริเวณอาวปxตตานีและเป>นสายพันธ-ท่ีมี
ลักษณะใกลเคียงกับ Rhizoclonium sp. ผักตบชวา เป>นวัตถุดิบท่ีนาสนใจในการนํามาผลิต
เป>นพลังงานทดแทน 
2. การศึกษาจลนพลศาสตร-ของการปรับสภาพเบื้องตน การไฮโดรไลซิส และการหมักโดยทํา
การทดลองในปริมาตรใหญระดับ 1 ลิตรข้ึนไป จะไดขอมูลสําหรับการขยายสเกลการผลิต
รวมถึงออกแบบเครื่องปฏิกรณ- 
3. การเพ่ิมผลผลิตของการผลิต ABE สามารถทําไดหลายวิธีเชน การใชกระบวนการหมัก 2 
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1.การวิเคราะห-ปริมาณของแข็งท้ังหมด (TSC) และปริมาณของแข็งท่ีระเหยได (VSC) ดวยวิธี
มาตรฐาน AOAC Official Method 920.193 
 1.1 วิธีการทดลอง 
  1.1.1. อบ Crucible ท่ีอุณหภูมิ 105 °C เป>นเวลา 1 ชั่วโมง 
  1.1.2. นําออกจากตูอบ วางท้ิงไวใหเย็นในเดซิเคเตอร- 
  1.1.3. นําไปชั่งน้ําหนักของ Crucible หลังอบ บันทึกน้ําหนัก (A) 
 1.1.4. นําสาหรายแหงบดประมาณ 1 กรัม ใสลงใน Crucible ชั่งน้ําหนัก แลว
บันทึกน้ําหนัก (B)  
  1.1.5. นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 °C เป>นเวลา 1 ชั่วโมงหรือจนมีน้ําหนักคงท่ี 
  1.1.6. นําออกจากตูอบ นําไปวางท้ิงไวใหเย็นในเดซิเคเตอร-  
  1.1.7. นําไปชั่งน้ําหนักบันทึกน้ําหนัก (C) 
  1.1.8. นําไปเผาโดยใชเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550 ± 50 °C เป>นเวลา 4 ชั่วโมง 
  1.1.9. นําออกจากเตาเผา นําไปวางท้ิงไวใหเย็นในเดซิเคเตอร-                  
  1.1.10. นําไปชั่งน้ําหนักบันทึกน้ําหนัก (D) 
 1.2 การคํานวณ 
  TSC = (Y) (100) / (X) 
  VSC = [(Y-Z) (100)] / (X) 
  เม่ือ  X คือ ตัวอยางน้ําเริ่มตน (B-A) (g) 
   Y คือ ตัวอยางน้ําหลังอบ (B-C) (g) 











2.การวิเคราะห-ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (TKN) และปริมาณโปรตีนดวยวิธีมาตรฐาน AOAC Official 
Method 973.48 
 2.1 การเตรียมสารละลาย 
 2.1.1. การเตรียม Digestion reagent 
  (1) ละลาย K2SO4 134 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 650 mL 
  (2) นํามาผสมกับ Conc. H2SO4 ปริมาตร 200 mL 
  (3) เติม CuSO4 2 กรัม 
  (4) ปรับปริมาตรเป>น 1000 mL ดวยน้ํากลั่น 
 2.1.2. การเตรียมสารละลาย NaOH 
  (1) ละลาย NaOH ประมาณ 500 กรัม และ Na2S2O35H2O 25 กรัม ในน้ํากลั่น 
  (2) ปรับปริมาตรเป>น 1000 mL ดวยน้ํากลั่น 
 2.1.3. การเตรียมสารละลาย H3BO3 
  (1) ละลาย H3BO3 20 กรัม ในน้ํากลั่น 
  (2) ปรับปริมาตรเป>น 1000 mL ดวยน้ํากลั่น 
 2.1.4. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 0.01 M H2SO4 
  (1) ปเปต Conc. H2SO4 0.54 mL 
  (2) ปรับปริมาตรเป>น 1000 mL ดวยน้ํากลั่น 
 2.1.5. การเตรียม Mix indicator 
  (1) ละลาย Methyl red indicator 200 mg ใน Ethyl alcohol 100 mL 
  (2) ละลาย Methylene blue indicator 200 mg ใน Ethyl alcohol 100 mL 
  (3) ผสมสารละลายท้ังสองชนิดเขาดวยกัน 
 2.2 วิธีการทดลอง 
 2.2.1. การยอย 
  (1) นําตัวอยางสาหรายปริมาณ 0.1 กรัม ใสลงไปในขวด Kjeldahl 
  (2) เติม boiling ships 2-3 ชิ้น 
  (3) เติม Digestion reagent 50.0 mL 
  (4) นําเขาเครื่องยอย 
  (5) ยอยท่ีอุณหภูมิ 375 °C จนไดสารละลายใส จากนั้นยอยตอไปอีก 20-30 นาที 
 2.2.2. การกลั่น 





  (2) จุมสายจาก Condenser ลงไปในขวดรูปชมพูขนาด 250 mL ท่ีมีสารละลาย
กรด H3BO3 50 mL 
  (3) กลั่นโดยใชความรอนท่ีเหมาะสม เก็บสวนท่ีกลั่นออกมาโดยใหมีปริมาตร 200 
mL 
  (4) นําสารท่ีกลั่นออกมาไดไปไทเทรต 
 2.2.3. การไทเทรต 
  (1) นําสารท่ีกลั่นออกมาไดไทเทรตดวยสารละลายมาตรฐาน 0.01 M H2SO4 
  (2) หยด Mix indicator 3 หยด 
  (3) ไทเทรตจนสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเป>นสีมวง 
  (4) ใหทําสารละลาย Blank โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง 
 2.2.4. การคํานวณ 
 ไนโตรเจนอินทรีย- (ppm) = [(A-B) (C) (28000)] / ปริมาตรของตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
 โปรตีน (ppm) = (ปริมาณไนโตรเจน) (6.25) 
 
3. วิเคราะห-ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ- วิธีดีเอ็นเอส (DNS method)(สาโรจน-,2544) 
3.1 สารเคมี 
3.1.1. 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 1% เตรียมโดยชั่งดีเอ็นเอส 10 g ในน้ํากลั่น 250 
mL เติมสารละลายดางทีละนอย (NaOH 16 g ละลายในน้ํากลั่น 200 mL) คนใหละลายเขากันจน
หมด นําไปอุนในอางน้ํารอนจนกระท่ังไดสารละลายใส จากนั้นเติม potassium sodium tartrate 
(Rochelle salt) ลงไปทีละนอยจนครบ 300 g ปรับปริมาตรสุดทายใหได 1,000 mL เก็บรักษาไวใน
ขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอง 
3.1.2. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยชั่งกลูโคสมา 0.1000 g ละลายในน้ํากลั่นปรับ
ปริมาตรสุดทายเป>น 100 mL จะไดสารละลายกลูโคสเขมขน 1มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนํามา
เจือจางใหไดความเขมขนต่ังแต 0-1.0 mg/mL 
3.2 วิธีการ 
3.2.1. ดูดสารละลายตัวอยาง (ท่ีผานการหมุนเหวี่ยงแยกเซลล-ออกมา) หรือสารละลาย
กลูโคสมาตรฐาน (ความเขมขน 0-1.0 mg/mL) ท่ีตองการวิเคราะห- 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
3.2.2. เติมสารละลายดีเอ็นเอสปริมาตร 2 mL 
3.2.3. นําหลอดทดลองไปตมในน้ําเดือดเป>นเวลา 5 นาที 




3.2.5. เติมน้ํากลั่น 20 mL ลงในหลอดทดลองผสมใหเขากันแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคลื่น 520 nm 
 3.2.6. นําคาการดูดกลืนแสงไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 
4. การวิเคราะห-ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด วิธี  Phenol – Sulfuric acid 
 4.1. ปเปตสารละลายตัวอยาง 1 mL  
 4.2. เติม 5% Phenol 1 mL และ conc. H2SO4 5 mL  
 4.3. วางท้ิงไวประมาณ 10 นาที แลวเขยา 
 4.4. นําไปแชในน้ําท่ีอุณหภูมิ 25-30°C เป>นเวลา 20-30 นาที  
 4.5. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 nm  
 4.6. วิเคราะห-ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคส ความเขมขน 
1-1000 µg/ml 
 
5. การวิเคราะห-ชนิดน้ําตาลโดยใชเครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 5.1 วิธีการ 
 5.1.1. นําตัวอยางมาหมุนเหวี่ยงแยกเซลล-ออก เก็บสวนท่ีใสกรองอีกครั้ง นําไปวิเคราะห-หา
ชนิดน้ําตาล 
 5.1.2. นําสวนใสของสารตัวอยางท่ีไดมา 2 mL บรรจุขวดปดฝา 
 5.1.3. ฉีดสารตัวอยางท่ีเตรียมได 1 µL เขาไปในแกสโครมาโตกราฟw 




 Column : LiChroCART® 250-4 Purospher® STAR NH2, 5 µm (Cat. No. 1.50245) 
Mobile Phase : Acetonitrile / Water ; 75:25 
Flow rate : 1.0 mL/min 
Detection : Refractive Index detector (RI detector) 
Temperature : 30°C 




6. วิเคราะห-ปริมาณบิวทานอล เอทานอล อะซิโตน และกรด (กรดอะซิติกและกรดบิวทิริก) ของ
ผลิตภัณฑ-โดยใช Gas Chromatograph (GC) (สาโรจน-,2544) 
6.1 วิธีการ 
6.1.1. นําตัวอยางมาหมุนเหวี่ยงแยกเซลล-ออก เก็บสวนท่ีใสกรองอีกครั้ง นําไปวิเคราะห-หา
ปริมาณบิวทานอล เอทานอล อะซิโตน และกรด (กรดอะซิติกและกรดบิวทิริก) 
6.1.2. นําสวนใสของสารตัวอยางท่ีไดมา 1.5 mL บรรจุขวดปดฝา 
6.1.3. ฉีดสารตัวอยางท่ีเตรียมได 1 µL เขาไปในแกสโครมาโตกราฟw 




Column : HP-FFAP 
 Detector : Flame Ionization Detector (FID) 
 Temperature of Column : 50 °C 
Temperature of Injector : 150 °C 
Temperature of Detector : 250 °C 
 
7. วิธีการเตรียมสารละลาย Citrate buffer 
 7.1 การคํานวณ 
  7.1.1 การเตรียม Citric acid ความเขมขน 0.1 M ปริมาตร 200 mL 
  
  1000 mL  มีเนื้อสาร  0.1 mol 
  250 mL  มีเนื้อสาร  0.1 x 250 เทากับ 0.025 mol 
                                             1000 
 
  1 mol  มีเนื้อสาร  192.124 g 
  0.025 mol มีเนื้อสาร  192.124 x 0.02  เทากับ 4.80 g 








  7.1.2 การเตรียม Trisodium citrate ความเขมขน 0.1 M ปริมาตร 2000 mL 
 
  1000 mL  มีเนื้อสาร  0.1 mol 
  2000 mL  มีเนื้อสาร  0.1 x 2000 เทากับ 0.2 mol 
                                                    1000 
 
  1 mol  มีเนื้อสาร  294.10 g 
  0.2 mol มีเนื้อสาร  294.10 x 0.2  เทากับ 58.82 g 
                                1 
 
 7.2 การเตรียมสารละลาย Citrate buffer 
 7.2.1 ชั่ง Citric acid 4.80 กรัม ในน้ํากลั่น 100 mL คนใหละลายเขากันจนหมด 
ปรับปริมาตรสุดทายใหได 250 mL เก็บรักษาไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอง 
 7.2.2 ชั่ง Trisodium citrate 58.82 กรัม ในน้ํากลั่น 1000 mL คนใหละลายเขา
กันจนหมด ปรับปริมาตรสุดทายใหได 2000 mL เก็บรักษาไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอง 
 7.2.3 ปรับอัตราสวนของสารละลายตามท่ีตองการให pH เทากับกับ 6.3 ใน
















รูปท่ี ข.2 กราฟมาตรฐานสําหรับการวิเคราะห-ความเขมขนน้ําตาลรีดิวซ-ท่ีความเขมขนตาง ๆ 
  























Concentration of Glucose (µg/mL)























































































































รูปท่ี ข.7 กราฟมาตรฐานอะซิโตนท่ีความเขมขนตาง ๆ




















1. การเตรียมอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ Triptone-yeast extract-acetate (TYA) Medium  
สวนประกอบของอาหาร 
- Glucose     20 g/L 
- Yeast extract    2 g/L 
- Tryptone     6 g/L 
- CH3COONH4    3 g/L 
- MgSO4.7H2O    0.3 g/L 
- KH2PO4     0.5 g/L 
- FeSO4.7H2O    10 mg/L 
 ชั่งสวนประกอบของอาหาร TYA ตามปริมาตรขางตน ละลายดวยน้ํากลั่น 1 L ในขวดดูแรน 
1 L จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งไอน้ํารอนและแรงดันสูง ท่ีอุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนด- 
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